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          Ovalbumin (OVA) can be contaminated in vaccines, which are produced in fertilized eggs and 
cause allergic reactions with symptoms of skin inflammation (atopic dermatitis) in allergic patients.  
Recently, the gold nanoparticles (GNPs) have been reported in many publications for using as 
immobilization platforms or labels for detection of analyses, such as proteins and nucleic acids.   In 
this thesis, the production and labeling of gold nanoparticle with anti-ovalbumin monoclonal antibody 
were described.  Culture supernatant from hybridomas was screened by indirect ELISA.  From the 
results, it was found that OVA8 was the best producer of antibody specific for OVA.  The hybridoma 
clone OVA8 was cultured and the culture supernatant was harvested.  After purification using protein 
G column, each fraction was characterized by UV-vis spectrophotometry, ELISA and SDS-PAGE.  
The results from SDS-PAGE showed that there were 2 bands at 55 and 25 kDa corresponding to the 
heavy and light chain.  After synthesis of gold nanoparticles (GNPs), it was found that size of the 
particle was 12.5 nm.  An appropriate condition for generating the GNPs conjugated antibody was 
investigated.  This condition was used to conjugate GNPs with monoclonal antibody and subjected 
to test with indirect ELISA, which was found that antibody can be conjugated with GNPs.  Colloidal 
gold probe was stable to conjugate and reactive to use for detection by indirect ELISA after 56 days.  
The DIGFA coupled with optical detection is an alternative technique for rapid detection of 
ovalbumin.  Whatman No.1 was used as a support material for the solid phase labeled immunoassay. 
Colloidal golds were all so use as the label.  DIGFA developed in this study exhibits a potential use 
as a simple, rapid, reliable method without expensive equipment and cost-effective screening tool for 
the determination of OVA in vaccine within 15 min without complicated steps. 
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1:4000............................................................................................... 
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บทที่ 1 
 

บทน า 
 

1.1 บทน า 
 การแพ้ไข่จัดเป็นภาวะท่ีภูมิคุ้มกันไวเกิน (Hypersensitivity) ต่อสารท่ีประกอบอยู่ในไข่
แดง (yolk) และไข่ขาว (white of egg) เป็นสาเหตใุห้เกิดการแสดงออกของปฏิกิริยาของระบบ
ภมูิคุ้มกนั ซึง่ในเดก็อาจก่อให้เกิดการแสดงออกของอาการทางร่างกาย โดยโปรตีนท่ีประกอบในไข่
ขาวอาทิเช่น โอวลับมูิน (Ovalbumin, OVA) โอโวทรานเฟอริน (Ovotransferin)  โอโวมูคอยด์ 
(Ovomucoid) และไลโซไซม์ ( Lysozyme)  ซึ่งคนท่ีมีอาการแพ้ไข่จะมีแอนติบอดี (Antibody) ท่ี
สามารถท าปฏิกิริยากับโปรตีนท่ีก่อให้เกิดการแพ้ได้  โดย OVA จดัเป็นโปรตีนท่ีพบได้มากในไข่
ขาวประมาณร้อยละ 65-68 ของโปรตีนทัง้หมดและยงัจดัเป็นสารหลกัท่ีก่อให้เกิดการแพ้ ดงันัน้ใน
การตรวจหา OVA จงึมีความส าคญัเพื่อหลีกเล่ียงการได้รับโปรตีน OVA ส าหรับผู้ ท่ีมีอาการแพ้ไข ่ 
 การพฒันาเทคนิคส าหรับการวิเคราะห์ตรวจหาโปรตีน OVA ทีผ่านมา อาทิเช่น High 
performance liquid chromatography (HPLC) Near infrared spectroscopy (NIRS) 
Electrochemical immunosensor (ECIS) Matrix-assisted laser desorption/ionization time of 
flight (MALDI-TOF) mass spectrometry เป็นต้น ซึ่งเทคนิคท่ีกล่าวมาต้องอาศยัเวลาและ
จ าเป็นต้องมีห้องปฏิบตัิการท่ีมีเคร่ืองมือท่ีเหมาะสม รวมทัง้บคุลากรท่ีมีความรู้และความสามารถ
ในการปฏิบตัิการ ดงันัน้ Immunoassay จึงเป็นอีกหนึ่งเทคนิคทางเลือกท่ีถูกใช้อย่างกว้างขวาง
เพ่ือการตรวจวินิจฉัยโรค โดยอาศัยหลักการพืน้ฐานของปฏิกิริยาการจับกันแบบจ า เพาะของ
แอนติบอดีกับแอนติเจนเป้าหมาย (target antigen) เทคนิคท่ีจดัอยู่ในกลุ่มของ Immunoassay 
ประกอบด้วย Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) Immunochomatography (IC) 
Immunofiltration assay (IFA) Amperometric immunosensors Dot-blot ELISA และ 
Metalloimmunoassay เป็นต้น   
 หลงัจาก ค.ศ. 1980 เป็นต้นมา ได้มีการพฒันาเทคนิคของ Immunoassay อย่างตอ่เน่ือง 
โดยอาศยัหลกัการของ ELISA การพฒันาได้เร่ิมจากการปรับปรุงเทคนิค solid phase labeled 
immune-filtration assay (IFA) โดยประกอบด้วยกระดาษไนโตรเซลลูโลส (nitrocellulose 
membrane NCM) ท่ีใช้เป็นตัวพยุง (supporter) และตัวติดฉลาก ตัวติดฉลากท่ีนิยมใช้ 
Immunoassay เช่น เอนไซม์ (enzyme) หรืออนภุาคโลหะขนาดนาโนเมตร (metal nanoparticle 
labels) โดยอนุภาคโลหะขนาดนาโนเมตรท่ีใช้ติดฉลากได้แก่ อนุภาคทองค าขนาดนาโนเมตร 
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(gold nanoparticle) และอนภุาคเงินขนาดนาโนเมตร (silver nanoparticle) โดยอนภุาคดงักล่าว
ได้รับความสนใจใช้เป็นทางเลือกส าหรับการติดฉลากกับโปรตีน เพ่ือปรับปรุงความเสถียรและ
ความไวของ Immunoassay ซึ่งอนภุาคทองค าถกูใช้อย่างใช้อย่างกว้างขวางมากกว่าในเทคนิค
ของ Immunoassay และได้พฒันาเพ่ือใช้เป็นตวัติดตามส าหรับการติดฉลากด้วยแอนติเจนหรือ
แอนตบิอดี เน่ืองจากอนภุาคทองค าง่ายตอ่การควบคมุการกระจายของขนาดเส้นผ่านศนูย์กลาง มี
ความเสถียรสามารถเก็บอนภุาคได้นาน มีความเข้ากนัได้ทางชีวภาพ (friendly biocompatibility) 
กบัแอนติเจน แอนติบอดี โปรตีน (protein) ดีเอ็นเอ (DNA) และอาร์เอ็นเอ (RNA) ในระหว่างการ
เกิดปฏิกิริยาของอนุภาคทองค าและโปรตีนอาศยัแรงระหว่างอนุภาคทองค ากับโปรตีนหลายแรง
ด้วยกัน อาทิเช่นพนัธะไฮโดเจน แรงไฟฟ้าสถิต แรงแวนเดอร์วาลส์ และ zwitterion force ของ
อนภุาคทองค าได้อยา่งแข็งแรงเม่ือทัง้คูจ่บักันอย่างเหมาะสม ท าให้มีความเสถียรในการเก็บในรูป
ของของเหลว ซึ่งการเกิดปฏิกิริยาของอนุภาคทองค ากับโปรตีนส่งผลท าให้เกิดการเปล่ียนแปลง

ของสีและคา่การดดูกลืนแสงสงูสดุ (max )  
 เทคนิค Dot-immunogold filtration assay (DIGFA) จดัอยู่ในกลุ่มของเทคนิค IFA ท่ี
ประกอบด้วยตวัพยงุและตวัตดิฉลาก ในเทคนิคนีต้วัติดฉลากท่ีใช้คืออนภุาคทองค า ซึ่งผลจากการ
ทดลองในเทคนิค DIGFA พบว่าสามารถประเมินได้ด้วยตาเปล่า นอกจากนีย้ังสามารถน ามา
วิเคราะห์เชิงปริมาณ (quantitative analysis) โดยอาศยัหลงัการของ Optical detection เทคนิค
ของ Optical detection เป็นเทคนิคท่ีอาศยัการวิเคราะห์สี โดยอาศยัเคร่ืองแสกนหรือกล้อง
ดจิิตอล ในการจบัภาพของผลการทดลองท่ีเกิดขึน้และความเข้มข้นของสารท่ีน ามาวิเคราะห์จะถกู
วดัโดยการวิเคราะห์ความเข้มของสีในบริเวณท่ีท าการตรวจสอบ โดยเทคนิค DIGFA มีข้อดี เช่น 
ราคาถกู ใช้งานง่าย ใช้เวลาสัน้ในการทดลอง มีความปลอดภัย และสามารถเก็บภาพของผลการ
ทดลองได้นาน ดงันัน้ได้ท าการหาภาวะท่ีเหมาะสมของ DIGFA เพ่ือน าไปใช้ประโยชน์ในหลาย
แขนงอาทิเช่น การตรวจหา alpha fetoprotein (AFP) ส าหรับคดักรองผู้ ป่วยมะเร็งตบั การ
ตรวจหา anti-HAV IgM ส าหรับคดักรองผู้ ป่วยไวรัสตบัอักเสบเอ การตรวจการปนเปื้อนของ 
carbaryl ท่ีอยู่ในยาฆ่าแมลง การตรวจคดักรอง HIV การตรวจ anti-WSSV (White Spot 
Syndrome Virus) ของกุ้ ง และการตรวจคดักรองโรคพยาธิใบไม้ในเลือดจากเชือ้ Schistosoma 
japonicum.   
 ในงานวิจยันีไ้ด้ท าการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี หลงัจากนัน้น าไปท าให้บริสทุธ์ิ และ
น ามาศกึษาคณุลกัษณะของแอนติบอดี รวมทัง้ความไวของแอนติบอดี (sensitivity of antibody) 
และความจ าเพาะของแอนติบอดี (cross-reaction of antibody) จากนัน้น าแอนติบอดีท่ีได้ไปท า
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การเช่ือมต่อกับอนุภาคทองค าขนาดนาโนเมตรท่ีได้จากการสงัเคราะห์ภายใต้ภาวะท่ีเหมาะสม 
เช่น pH และความเข้มข้นของแอนติบอดี จึงท าให้ได้ตวัตรวจวดัท่ีมีความจ าเพาะตอ่ OVA โดย
เทคนิคท่ีใช้ในการศกึษาครัง้นีถ้กูพฒันาขึน้ให้ไวและง่ายตอ่การตรวจวดั ซึ่ง DIGFA อาศยัหลกัการ
พืน้ฐานของ indirect ELISA และสดุท้ายท าการตรวจวดั OVA ท่ีปนเปือ้นอยู่ในวคัซีนรวมป้องกนั
โรคหดั คางทมู และหดัเยอรมนั (MMR vaccine) และวคัซีนไข้หวดัใหญ่  
 

1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย  
ในงานวิจยันีป้ระกอบด้วยวตัถปุระสงค์สามหวัข้อใหญ่ดงัตอ่ไปนี ้

1. ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีและท าให้บริสุทธ์ิ หลงัจากนัน้น าโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ี
ได้มาวดัความจ าเพาะโดยอาศยัเทคนิค ELISA  

2. สังเคราะห์อนุภาคทองค าขนาดนาโนเมตรแล้วน าอนุภาคทองค ามาเช่ือมต่อกับโมโน
โคลนอลแอนตบิอดีภายใต้ภาวะท่ีเหมาะสม 

3. หาภาวะท่ีเหมาะสมของ DIGFA ส าหรับการตรวจวดั OVA ในวคัซีนตวัอย่างโดยใช้โมโน
โคลนอลแอนติบอดีท่ีเช่ือมต่อกับอนุภาคทองค าและตรวจวิเคราะห์โดยเทคนิค optical 
detection  
 

1.3 ขอบเขตของงานวิจัย 
 ขอบเขตของการวิจยัมีดงัตอ่ไปนี ้

1. ค้นหาและศกึษาข้อมลูท่ีเก่ียวข้องกบัการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีและท าให้
แอนติบอดีบริสุทธ์ิ การสังเคราะห์อนุภาคทองค า หลกัการของ DIGFA และ 
เทคนิคของ optical detection 

2. ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีและท าให้บริสุทธ์ิ จากนัน้ท าการวัดค่าโปรตีน
ทัง้หมดโดยอาศยัเทคนิค BCA assay รวมทัง้ การวดัความไวและความจ าเพาะ
ของแอนตบิอดีโดยอาศยัเทคนิค ELISA  

3. เตรียมอนภุาคทองค าและกระดาษส าหรับการทดกลอง 
4. หาภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการเช่ือมต่อของอนุภาคทองค ากับโมโนโคลนอล

แอนตบิอดี 
5. ท าการหาภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับเทคนิค DIGFA เพ่ือท าการตรวจวดั OVA  
6. วิเคราะห์และวิจารณ์ผลการทดลอง 
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บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวจิัยที่เก่ียวข้อง 
 

2.1 การแพ้อาหาร (Food allergy) 
 การแพ้อาหารท่ีเกิดขึน้เป็นผลมาจากภาวะท่ีร่างกายตอบสนองทางภูมิคุ้มกันไวเกินต่อ
อาหารท่ีเกิดจากสารประกอบในอาหาร (allergens) ไปกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกนัของร่างกาย ซึ่งเรียก
สภาวะดงักลา่ววา่ ภาวะภูมิไวเกิน (hypersensitivity disease หรือ allergy) จะส่งผลให้เกิดความ
ผิดปกตใินร่างกายและในบางคนท่ีมีอาการแพ้อยา่งรุนแรงอาจสง่ผลให้ถึงแก่ชีวิต ซึ่งการแพ้อาหาร
ท่ีก่อให้เกิดเสียชีวิตเรียกวา่การแพ้แบบนีว้า่ anaphylaxis  การแพ้ท่ีเกิดขึน้เป็นผลมาจากโปรตีนใน
อาหารไปกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกนัในร่างกายให้หลัง่ฮีสตามีน (histamine) และส่งผลให้เกิดการแพ้ 
การแพ้อาหารสามารถแบง่เป็น 2 ชนิดคือ การแพ้อาหารท่ีเกิดจากการกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกนั IgE 
(IgE mediated)  ส่วนอีกกลุ่มคือ การแพ้อาหารท่ีเกิดจากการกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันชนิดอ่ืน 
(non-IgE mediated) อาทิเช่น IgG4 ท่ีเป็นสาเหตใุห้เกิดการแพ้ไข่หรือแพ้โปรตีนจากนมววัในเด็ก
เล็ก ระบบภูมิคุ้มกันและการเจริญเติบโตของเด็กวยัทารกยงัพฒันาไม่เต็มท่ี จึ่งท าให้เกิดการแพ้
อาหารได้มากกวา่เดก็โตหรือผู้ใหญ่ นอกจากนีใ้นเด็กเล็กจะมีปริมาณของกรดในกระเพราะอาหาร
น้อยและเอนไซม์ในล าไส้และตบัอ่อนมีความพกพร่อง ท าให้เกิดการกระตุ้นทางภูมิคุ้มกนัได้ง่าย 
[สกลุรัตน์ อษุณาวรงค์, 2550, Anderson, J.A. 1986, Sicherer, S.H. และ Sampson, H.A. 
2009, Cianferoni, A. และ Spergel, J.M. 2009].  
  2.1.1 สาเหตขุองอาหารแพ้อาหาร 
  ในการแพ้อาหารเกิดได้จากหลายสาเหตุอาทิเช่น เหตุเกิดจากพันธุกรรม หรือ 
ปัจจยัของระบบสรีระทางร่างกาย โดยผู้ ป่วยท่ีมีอาการแพ้อาหารจะมีความสมัพนัธ์กับโรคภูมิแพ้ 
ส่งผลให้ผู้ ท่ีป่วยเป็นโรคภูมิแพ้อยู่แล้วมีโอกาสแพ้อาหารได้มากกว่าคนท่ีไม่ได้เป็นโรคภูมิแพ้  ใน
การแพ้อาหารมีสาเหตท่ีุส าคญัโดยเกิดจากการแพ้ต่อสารธรรมชาติท่ีประกอบอยู่ในอาหารและ
สว่นมากเป็นสารพวกโปรตีน ดงัแสดงในตารางท่ี 2.1 [สกลุรัตน์ อษุณาวรงค์, 2550] 
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ตารางท่ี 2.1  สารประกอบโปรตีนในอาหารท่ีก่อให้เกิดการแพ้ 

 
 
 2.1.2 การแพ้อาหารและอาการของการแพ้ 
  2.1.2.1 แอนตเิจน (antigen, Ag)  
   แอนติเจนเป็นโมเลกุลของสารแปลกปลอมหรือไม่มีอยู่ในร่างกาย เม่ือ
เข้าสู่ร่างกายแล้วก่อให้เกิดการกระตุ้นและการตอบสนองทางระบบภูมิคุ้มกนัแบบจ าเพาะ ซึ่งเป็น
ผลมาจากการท่ีแอนติเจนท าปฏิกิริยากบัแอนติบอดีหรือ T lymphocyte ท่ีจ าเพาะแล้วส่งผลท าให้
เกิดการแสดงออกทางระบบภูมิคุ้มกัน โดยสารท่ีมีคุณสมบัติเป็นแอนติเจนเกือบทุกชนิดจะมี
คุณสมบัติเป็นอิมมูโนเจน (immunogen) ซึ่งเป็นความสามารถในการกระตุ้นให้เกิดการสร้าง
แอนติบอดีหรือ T lymphocyte ท่ีจ าเพาะต่อแอนติเจนนัน้ อาทิเช่น ฝุ่ น เกสรดอกไม้ เซลล์
แบคทีเรีย เชือ้ไวรัสและโปรตีน เป็นต้น โดยทั่วไปน า้หนักโมเลกุลของสารท่ีเป็นแอนติเจนจะมี
น า้หนักโมเลกุลมากกว่า 10,000 KDa ขึน้ไป ยกเว้นสารท่ีมีโมเลกุลเล็กท่ีเรียกว่า hepten       
(แฮปเทน) เน่ืองจากแฮปเทนมีเฉพาะสมบตัิของแอนติเจนแตไ่ม่สามารถกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกนัให้
เกิดการตอบสนองได้   [Lydyard P.M. 2004, Guyton, และ Hall. 2006, Peter, P., 2009, Kuby. 
2006, Lydyard P.M. 2004] 
 

http://www.amazon.com/s/ref=ntt_athr_dp_sr_1?_encoding=UTF8&sort=relevancerank&search-alias=books&ie=UTF8&field-author=Peter%20Lydyard
http://www.amazon.com/s/ref=ntt_athr_dp_sr_1?_encoding=UTF8&sort=relevancerank&search-alias=books&ie=UTF8&field-author=Peter%20Lydyard
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  2.1.2.2 แอนติบอดี (antibody, Ab)  
   แอนติบอดีหรืออิมมโูนดกลบลูิน (immunoglobulin, Ig) เป็นโปรตีนชนิด
glycoprotein ท่ีสร้างจากเม็ดเลือดขาวชนิดบี-ลิมโฟไซต์ (B-lymphocyte) ท่ีเปล่ียนแปลงไปท า
หน้าท่ีหลัง่แอนติบอดีเรียกว่าพลาสมาเซลล์ (plasma cell) หลงัจากท่ีผลิตแอนติบอดีและหลัง่เข้า
สู่กระแสโลหิตจ าท าหน้าท่ีเป็นตวักลางท่ีส าคญัของระบบภูมิคุ้มกนัแบบ humeral immunity โดย
แอนติบอดีท่ีหลัง่ออกมาสามารถจบักับแอนติเจนในบริเวณท่ีมีความจ าเพาะซึ่งกันและกัน เรียก
บริเวณดงักลา่ววา่ epitope   
   โครงสร้างของแอนติบอดีมีลกัษณะคล้ายโครงสร้างแบบ Y-shape (รูปท่ี 
2.1) ซึ่งจะประกอบด้วยพอลิเปปไทด์ (polypeptide) สองสาย ได้แก่ โปรตีนสายสัน้ (L chain) ซึ่ง
มีขนาดของโปรตีนประมาณ 24-25 KDa และโปรตีนสายยาว (H chain) ซึ่งมีขนาดของโปรตีน
ประมาณ 55-70 KDa ทัง้สองสายของโปรตีนสายสัน้และสายยาวเช่ือมตอ่กนัด้วยพนัธะ covalent 
disulfide โดยโปรตีนสายสัน้และสายยาวสามารถแบง่บริเวณออกเป็น 2 ส่วนคือ บริเวณ V และ 
บริเวณ C ในโปรตีนสายสัน้จะประกอบด้วย 2 domains โดยประกอบด้วยหน่วยของกรดอะมิโน
ตัง้แต่ 100-110 หน่วยท่ีมีความแปรปรวนมากจึงเรียกบริเวณนีว้่าบริเวณแปรปรวน (vaiable 
domain, VL) จะมีความแตกตา่งกนัในแตล่ะชนิดของแอนติบอดี ซึ่งเป็นบริเวณท่ีมีกรดอะมิโนอยู่
ทางด้านปลายของอะมิโน (N terminal) จึงเป็นบริเวณท่ีจบักบัแอนติเจนอย่างจ าเพาะ และส่วน
บริเวณท่ีเป็นบริเวณคงท่ี (constant domain, CL) จะมีความแตกตา่งกนัตามชนิดของโปรตีน ซึ่ง
ในสายสัน้มี 2 ชนิดคือ  หรือ  สว่นสายยาวเป็นชนิด µ, , , , หรือ   ส่วนโปรตีนสายยาว
ประกอบด้วยบริเวณแปรปรวน (vaiable domain, VH) จะมีความแตกตา่งกันในแตล่ะชนิดของ
แอนติบอดี ซึ่งเป็นบริเวณท่ีมีกรดอะมิโนอยู่ทางด้านปลายของอะมิโน และส่วนบริเวณท่ีเป็น
บริเวณคงท่ี โดยบริเวณคงท่ีประกอบด้วย 4 บริเวณคือ CH1, CH2, CH3 และ CH4 โดยจะขึน้อยู่
กับ isotype ของแอนติบอดี (รูปท่ี 2.1) โดยไอโซไทป์ (isotype) หรือคลาส (class) ของ Ig 
ประกอบด้วย IgA, IgD, IgE, IgG และ IgM โดยในแตล่ะคลาสของแอนติบอดีเป็นผลมาจากความ
แตกต่างกันในส่วนของล าดับกรดอะมิโนในส่วนของโปรตีนสายยาวบริเวณคงท่ี จึงท าให้
แอนตบิอดีมีโครสร้างและบทบาทของการท างานท่ีแตกตา่งกนัไป  ในแตล่ะบทบาทของการท างาน
ของแต่ละไอโซไทป์เกิดจากปฏิกิริยาระหว่างส่วนของโปรตีนสายยาวกับองค์ประกอบต่างๆของ
โปรตีนท่ีอยู่ในซีร่ัม (รูปท่ี 2.2) [Charles, A.J. 2001, Litman, G.W., et al. 1993, Borghesi, 
L.,ans Milcarek, C. 2006, Lydyard P.M.  2004, Woof, J.M., และ Burton, D.R. 2004, 
Arruebo, M., et al., 2009]. 

http://www.amazon.com/s/ref=ntt_athr_dp_sr_1?_encoding=UTF8&sort=relevancerank&search-alias=books&ie=UTF8&field-author=Peter%20Lydyard
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Woof%20JM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Burton%20DR%22%5BAuthor%5D
http://www.hindawi.com/27484615/
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รูปท่ี 2.1 โครงสร้างของ Ig ท่ีประกอบด้วยโปรตีนสองสายและมีโครงสร้างเป็นลกัษณะ Y-shape 
 

 
 

รูปท่ี 2.2 แอนตบิอดี Ig ในแตค่ลาส ประกอบด้วย IgA IgD IgE IgG และ IgM  
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  2.1.2.3 อาการของระบบภมูิคุ้มกนั (Immune symptom) 
   ปฏิกิริยาของอาการแพ้อาหารเป็นผลมาจากกลไกภายในระบบของ
ภูมิคุ้มกันของร่างกาย การแพ้อาหารท่ีเกิดจากการกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกัน IgE เรียกว่า IgE 
mediated allergies หรือ Type I reaction จะมีสารก่อให้เกิดการแพ้หลายชนิด อาทิเช่น ฝุ่ น 
อาหาร เกสรดอกไม้ เป็นต้น โดยกลไกการแพ้เร่ิมจากสารท่ีประกอบอยู่ในอาหาร จะไปกระตุ้นให้ 
B-lymphocytes และจะพฒันาไปเป็น Plasma cell แล้วจะสร้าง specific IgE ตอ่แอนติเจนนัน้ 
จากนัน้แอนติบอดีของ IgE ดงักล่าวท่ีถูกปล่อยออกมาจะไปจับท่ีบนผิวของ mast cell หรือ 
basophil เน่ืองจากเซลล์เหลา่นัน้มี IgE Fc-receptor จ านวนมากอยู่บนผิว ตอ่จากนัน้เม่ือร่างกาย
ได้รับสิ่งแปลกปลอมหรือ allergens ชนิดเดิมในครัง้ตอ่ๆมา allergen จะไปจบักบั IgE ท่ีตบัอยู่ผิว
ของ mast sell 2 โมเลกลุ ท าให้เกิดการกระตุ้นของ mast cell และปลดปล่อย mediators ท่ีท าให้
เกิดอาการแพ้ตา่งๆออกมา ดงัแสดงในรูปท่ี 2.3 โดยฮีสตามีนจดัเป็น mediator ท่ีออกฤทธ์ิและ
ตอบสนองอย่างรวดเร็ว ส่งผลให้เกิดการอกัเสบ (inflammation) การเป็นผ่ืนคนั (pruritis) (รูปท่ี 
2.4) มีการหดตวัของกล้ามเนือ้เรียบในหลอดเลือด กระเพาะล าไส้ และระบบทางเดินหายใจ  เส้น
เลือดฝอยขยายตวั ถ้ามีการแพ้เกิดขึน้มากมีผลท าให้ชีพจรเต้นเร็ว ความดนัโลหิตต ่า [สกุลรัตน์ 
อษุณาวรงค์, 2550, Donald, Y. M., Leung. 2010, Leslie, C.G., และPaul, A.G. 2009, 
Lawrence, T.C., et al. 1988]. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

รูปท่ี 2.3 กลไกของการแพ้อาหาร 
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รูปที่ 2.4 การบวมและผ่ืนจากการแพ้อาหารในบริเวณตา่งๆของร่างกาย 
 

 2.1.3 การแพ้ไข ่
        การแพ้ไข่จัดเป็นหนึ่งของการแพ้อาหารประเภทหนึ่งท่ีพบได้บ่อย การแพ้ชนิดนี ้
จดัเป็นการแพ้อนัดบัสองรองจากการแพ้ในนมท่ีพบได้ในเด็กทารกจนถึงเด็กท่ีมีอายนุ้อย สาเหตุ
สว่นใหญ่ของการแพ้ไขเ่ป็นผลมาจากโปรตีนท่ีประกอบในไข่แดง (yolks) หรือไข่ขาว (egg whites) 
ซึ่งกระตุ้นให้ระบบภูมิคุ้มกันท างาน ยงัผลให้มีอาการต่างๆท่ีสามารถพบได้ตามร่างกายของเด็ก 
โดยส่วนมากการแพ้จะเกิดจากการแพ้โปรตีนในไข่ขาวมากกว่าการแพ้โปรตีนในไข่แดง เน่ืองจาก
โปรตีนบางชนิดในไขข่าวจดัเป็นสารหลกัท่ีก่อให้เกิดอาการแพ้ (ตารางท่ี 2.2) ซึ่งโปรตีนท่ีก่อให้เกิด
การแพ้ท่ีประกอบในไข่ขาวคือ ovomucoid (Gal d 1) ovalbumin (Gal d 2) ovotransferrin   
(Gal d 3) และ lysozyme (Gal d 4)  โดยพบเป็นร้อยละ 10 54 12 และ 3.5 ของโปรตีนในไข่ขาว
ตามล าดบั และโปรตีนท่ีก่อให้เกิดการแพ้ในไข่แดงคือ chicken serum albumin (alpha-livetin, 
Gal d 5) ในการแพ้ไข่มีความสมัพนัธ์กบัอายใุนเด็กและพบการแพ้ไข่ได้ยากในผู้ ใหญ่ แตส่ าหรับ
ผู้ ใหญ่ท่ีแพ้ไข่อาจมีอาการคล่ืนไส้อาเจียนหรือเป็นผ่ืนคนัหลงัจากท่ีรับประทานไข่หรืออาหารท่ีมี
ส่วนประกอบของไข่ นอกจากนีก้ารแพ้ไข่ยังมีความสัมพันธ์กับโรคผ่ืนภูมิแพ้ผิวหนัง ( atopic 
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dermatitis) ภาวะภูมิไวเกินชนิดท่ี 1 (type I hypersensitivity) และอาการท่ีเก่ียวข้องกับระบบ
ทางเดนิหายใจ (respiratory symptoms) ในชว่งแรกของการแพ้ไขอ่าจเป็นเคร่ืองบง่ชีก้ารแพ้ตอ่ไป
ในอนาคต ซึ่งรวมถึงการแพ้ต่อสารก่อภูมิแพ้ในอากาศ (aeroallergens) และพฒันาตอ่ไปจนเป็น
โรคหอบหืด (asthma) ได้ สามารถพบการแพ้แบบนีช้ดัเจนในเด็กท่ีมาอายนุ้อยกว่า 2 ปี และพบได้
ในบางรายของเด็กจนถึงอาย ุ6 ปี [Savage, J.H., et al. 2007, Montesinos, E., et al. 2010, 
Čelakovská, J., et al. 2010, Heine, R.G., et al. 2006, Diéguez, M.C., et al. 2009, 
Eggesbo, M., et al. 2001, Jarvinen, K.M., et al. 2007, Poulsen, L.K., et al. 2001] 
 
ตารางท่ี 2.2 แสดงถึงโปรตีนหลกัในการก่อให้เกิดการแพ้ไข่ 

Protein Abbreviation Mass (kDa) Amino acids (n) 
Egg white 
     Ovomucoid Gal d 1 28 186 
     Ovalbumin Gal d 2 45 385 
     Ovotransferrin Gal d 3 78 686 
     Lysozyme Gal d 4 14 129 
Egg yolk  
     Chicken serum albumin Gal d 5 70 592 
  
 2.1.4 โครงสร้างและคณุลกัษะของโอวลับมูิน 
           Ovalbumin (OVA) จดัเป็นโปรตีนหลกัในการก่อให้เกิดการแพ้ไข่ โดยเป็นโปรตีนท่ี
ประกอบในไข่ขาวร้อยละ 65-68 ของโปรตีนทัง้หมด มีจ านวนของกรดอะมิโนทัง้หมด 385 อะมิโน
และมีน า้โมเลกลุคือ 45 KDa  (รูปท่ี 2.5) นอกจากนัน้  OVA จดัอยู่ในกลุ่มของ serpin แตไ่ม่มี
คุณสมบัติเหมือนโปรตีนท่ีอยู่ในกลุ่มของ serpin ทั่วไป เน่ืองจากไม่พบ serine protease 
inhibition และยงัไม่ทราบบทบาทท่ีแท้จริงของ OVA [Huntington, J.A. และ Stein, P.E. 2001, 
Heine, R.G., et al. 2006, Hu, H.Y., และ Du, H.N. 2000, Gettins, P.G. 2002]  
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รูปท่ี 2.5 แสดงโครงสร้างของ ovalbumin  

 
 2.1.5 การแพ้ไขก่บัวคัซีน 
        วคัซีนหลายชนิดประกอบด้วย active component หรือแอนติเจนท่ีสามารถกระตุ้น
ระบบภูมิคุ้มกัน นอกจากนีย้ังประกอบด้วยสารท่ีได้เติมลงไปในวัคซีน อาทิเช่น  additives 
adjuvants preservatives และอ่ืนประกอบอ่ืน ๆ เป็นต้น ในวคัซีนบางชนิดสามารถตรวจพบการ
ปนเปือ้นของโปรตีนไข่ได้ อาทิเช่น วคัซีนไข้หวดัใหญ่ (influenza vaccine) วคัซีนรวมป้องกันโรค
หดั หดัเยอรมนั และคางทมู (MMR) และ วคัซีนไข้เหลือง (yellow fever vaccine) เป็นต้น วคัซีน
ไข้หวดัใหญ่สามารถผลิตได้จากไข่ท่ีปฏิสนธิ (embryonated chicken eggs, ECE) และจากการ
ส ารวจวคัซีนท่ีขายเชิงพาณิชย์ พบวา่มีการปนเปือ้นของโปรตีนท่ีเป็นสารก่อการแพ้ไข่ในวคัซีน เป็น
ปริมาณ 1 จนถึง 7 µg/mL โดยความเข้มข้นท่ีพบเป็นความเข้มข้นท่ีมีความเส่ียงอาจก่อให้เกิด
ภาวะ anaphylaxis ในผู้ ท่ีมีอาการแพ้ไข่ได้ [Gagnon, R., et al. 2010, O’Brien, T.C., et al. 
1971, Romero, G.L., และ Kumar, S. 2006] 
         สถาบนัของ Canadian Society of Allergy and Clinical Immunology (CSACI) มี
ข้อเสนอแนะวา่สามารถฉีดวคัซีน pH1N1 โดยปราศจากการทดสอบทางผิวหนงั (skin prick tests, 
SPTs) ได้ ถ้าความเข้มข้นของโปรตีนจากไข่มีความเข้มข้นน้อยกว่า 1.2 µg/mL แต่ผู้ ป่วยท่ีมี
โอกาสเส่ียงต่อการแพ้ไข่ควรฉีดแบบวิธี 2-dose โดย dose แรกฉีดร้อยละ 10 ของวคัซีนทัง้
หมดแล้วทิง้ระยะห่างเป็นเวลา 30 นาที เพ่ือดผูลจากการฉีด dose แรกเข้าไป ถ้าไม่มีอาการท่ีมา
จากวคัซีนปรากฏขึน้ ท าการฉีดวคัซีน dose ท่ีสองเป็นปริมาตรร้อยละ 90 ของวคัซีน นอกจากนี ้
ผู้ ป่วยท่ีได้รับการยืนยันว่ามีภาวะการแพ้ไข่มีและประวัติท่ีเก่ียวข้องกับระบบทางเดินหายใจ 
(respiratory) หรือเก่ียวกบัหลอดเลือดของหวัใจ (cardiovascular) หลงัจากท่ีฉีดวคัซีนไป 2-dose 
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ท่ีร้อยละ 10 และ 90 ของปริมาณวัคซีนและทิง้ระยะห่างเป็นเวลา 30 นาที แม้ว่าภาวะ 
anaphylaxis หลงัจากการฉีดวคัซีนไข้หวดัใหญ่จะเป็นความเส่ียงท่ีเกิดขึน้ได้ตามหลกัวิชาการ แต่
จากการฉีดวคัซีนในผู้ ป่วยท่ีมีภาวะแพ้ไข่ด้วย adjuvant monovalent pH1N1 influenza vaccine 
พบวา่ไมป่รากฏภาวะ anaphylaxis ในผู้ ท่ีฉีดวคัซีน [Gagnon, R., et al. 2010] 
      นอกจากนีใ้นการฉีดวคัซีนไข้หวดัใหญ่ในเด็กและผู้ ใหญ่ท่ีมีภาวะการแพ้ไข่เป็นจ านวน 
83 คน โดยมีอายเุฉล่ียตัง้แต ่1 ปีจนถึง 46 ปี และผู้ ท่ีไม่มีภาวะการแพ้ไข่เป็นจ านวน 124 คน โดย
พบว่าท่ีความเข้มข้นของโปรตีนจากไข่ในวคัซีนมีค่าน้อยกว่า 1.2 µg/mL สามารถฉีดให้กับผู้ ท่ีมี
ภาวะแพ้ไข่ได้ในการฉีดแบบ 2-dose  ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาการได้รับวัคซีนไข้หวัดใหญ่
ระหว่าง ค.ศ. 2002-2003 และ 2006-2007 โดยอายเุฉล่ียของผู้ ท่ีได้รับวคัซีนตัง้แต ่6 ปี จนถึง 18 
ปี โดยผลท่ีพบคือผู้ ท่ีมีภาวการณ์แพ้ไข่และได้รับการฉีดวัคซีนไม่พบอาการ anaphylaxis และ
สามารถรับวคัซีนใน 2-dose โดยปราศจากการทดสอบท่ีผิวหนงั [James, J.M., et al. 1998, 
Chung, E.Y., et al., 2010] 
 
2.2 การผลิตโมโนโคลนอลแอนตบิอดีโดยอาศัยเทคนิคของ somatic hybridization 
 เทคโนโลยีของเซลล์ไฮบริโดมา (hybridoma) เป็นเทคโนโลยีท่ีอาศยัหลักการของ cell 
fusion หรือ somatic cell hybridization (รูปท่ี 2.6) โดยเซลล์ท่ีใช้คือ B lymphocyte ของ spleen 
cell ท่ีเป็นเซลล์ปกติแล้วมีความสามารถสร้างแอนติบอดี แตอ่ายขุองเซลล์ไม่ยาวนาน ส่วนเซล ล์
อีกชนิดท่ีใช้คือ myeloma cell หรือ plasmacytomas ท่ีเป็นเซลล์มะเร็งท่ีไม่มีความสามารถในการ
สร้างแอนตบิอดี ดงันัน้ผลท่ีได้จากการ fusion เป็นเซลล์ลกูผสม (hybrid cell) ท่ีมีความสามารถใน
การสร้างแอนติบอดีท่ีมีความจ าเพาะตามท่ีต้องการและมีอายุของเซลล์ยืดยาวไม่ตายตาม
คณุสมบตัิของ myeloma cell เรียกเซลล์ท่ีได้นีว้่าเซลล์ไฮบริโดมา โดยอาศยัสารท่ีช่วยให้เกิดการ 
fusion ของเซลล์ อาทิเช่น polyethylene glycol-PEG และแอนติบอดีท่ีผลิตได้จากเซลล์ไฮบริโด
มา เรียกว่า monoclonal antibodies เน่ืองจากแอนติบอดีท่ีนีส้ร้างจากเซลล์ท่ีมาจาก clone 
เดียวกนัและมีความจ าเพาะสงูตอ่ epitope ท่ีสารชกัน าให้สร้างแอนติบอดีชนิดนัน้ชนิดเดียวและ
ไม่มีปัญหาของปฏิกิริยาข้ามกลุ่ม (cross-reactivity) [Bretton, P.R., et al., 1994, Arruebo, M., 
et al. 2009, Harlow, E. และ Lane, D. 1988] 
 ส าหรับการเตรียมเซลล์ของ myeloma cell ให้สามารถเจริญเติบโตได้ในอาหารเลีย้งเซลล์
ปกต ิแตไ่มส่ามารถเจริญเตบิโตได้ในอาหารท่ีจ าเพาะเพราะขาด functional gene ท่ีส าคญัตอ่การ
สร้าง gene ซึ่งอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีจ าเพาะท่ีนิยมใช้คือ HAT medium ซึ่งมีการเติมสาร 

http://www.hindawi.com/27484615/
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hypoxanthine, aminopterin และ thymidine ลงไปในอาหารเพ่ือให้อาหารมีคณุสมบตัิของอาหาร
ท่ีจ าเพาะ โดยสาร aminopterin จะขดัขวางการสร้าง nucleotide ตามวิธีการตามปกติแบบ De 
novopathway (รูปท่ี 2.7) ส่งผลให้เซลล์ท่ีเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์นีต้้องมีการปรับเปล่ียนการ
สร้าง nucleotide ด้วยวิธีอ่ืน โดยวิธีท่ีเซลล์ใช้ในการสร้าง nucleotide คือ Salvage pathway ใน
ขัน้ตอนการสร้าง nucleotide เซลล์ได้อาศยัสารและเอนไซม์ในการสร้าง 2 ชนิดคือ hypoxanthine 
โดยอาศัยเอนไซม์ hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase (HGPRT) และ 
thymidine โดยอาศยัเอนไซม์ thymidine kinase (TK)  แตเ่น่ืองจาก myeloma cell ท่ีใช้นัน้ขาด
เอนไซม์ของ HGPRT และ TK ท าให้ myeloma cell ไม่สามารถสร้าง nucleotide ได้จากวิธีของ 
salvage pathway จึงท าให้ myeloma cell ไม่สามารถเจริญเติบโตและอยู่รอดได้ในอาหาร HAT 
medium แตใ่นขณะท่ี hybrid cell นัน้ สามารถเจริญเติบโตและอยู่ใน HAT medium ได้เน่ืองจาก
เอนไซม์ HGPRT ของ B cell ในการสร้าง nucleotide และ myeloma cell ท่ีสามารถเจริญเติบโต
ได้อย่างยาวนาน จากนัน้เม่ือได้เซลล์ไฮบริโดมามาแล้ว จ าเป็นต้องมีการคัดเ ลือกเซลล์ท่ีมี
ความสามารถในการสร้างแอนติบอดีท่ีมีความจ าเพาะต่อแอนติเจนท่ีต้องการ เน่ืองจากมี เซลล์
ไฮบริโดมาบางเซลล์เท่านัน้ท่ีมีความสามารถในการผลิตแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อแอนติเจนท่ี
ต้องการ วิธีท่ีใช้ในการคดัเลือกโดยทัว่ไปอาศยัเทคนิคของ และ immunoassay ต่างๆ อาทิเช่น 
ELISA เป็นต้น หลงัจากการพิสจูน์ถึงความจ าเพาะของแอนติบอดีตอ่แอนติเจนท่ีต้องการแล้ว จึง
ท าการโคลนซ า้เพ่ือให้แน่ใจว่าเซลล์นัน้มีต้นก าเนิดมาจากเซลล์เดียวจริงและมีความสามารถใน
การผลิตแอนติบอดีท่ีมีความจ าเพาะสูงต่อแอนติเจนท่ีต้องการ จากนัน้ขยายเพิ่มจ านวนเพ่ือผลิ
ตโมโนโคลแอนติบอดีท่ีต้องการต่อไปให้มีจ านวนมาก (รูปท่ี 2.8)  [Nelson, P.N., et al. 2000, 
Shivanand, P. 2010, Harlow, E. และ Lane, D. 1988, Sikora, K., และ Smedley, H.M. 1984, 
Tijssen, P. 1985].  
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รูปท่ี 2.6 ขัน้ตอนการผลิตโมโนโคลนอลแอนตบิอดีในหนทูดลอง 

 

 
 

รูปท่ี 2.7 การสงัเคราะห์ nucleotide โดยอาศยัวิธีของ De novo และ Salvage pathway 
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          รูปท่ี 2.8 ขัน้ตอนของการผลิตโมโนโคลนอลแอนตบิอดี 
 

2.3 การท าให้แอนตบิอดีบริสุทธ์ิด้วยโครมาโตกราฟแบบจ าเพาะ  
     (Affinity Chromatography)  
 โครมาโตกราฟีแบบจ าเพาะ (affinity chromatography) เป็นเทคนิคใช้ในการแยกโมเลกลุ
ขนาดใหญ่ของทางชีวเคมีและท าให้บริสุทธ์ิท่ีอาศยัการจบักันอย่างจ าเพาะกบัสารท่ีต้องการแยก 
เชน่ ปฏิกิริยาระหวา่งอินตเิจนกบัแอนติบอดีหรือเอนไซม์กบัสารตัง้ต้น ประสิทธิภาพในการแยกสิ่ง
ท่ีต้องการจะขึน้อยูก่บัคณุสมบตัขิองสารจ าเพาะท่ีเรียกว่า ลิแกนด์ ( biospecific ligand) ท่ีตรึง ให้
ตดิอยูบ่นเฟสคงท่ี (stationary phase ) หรือเมทริกซ์ (matrix) ด้วยพนัธะโควาเลนต์ ส่วนลิแกนด์ท่ี
ยึดติดกบัเมทริกซ์นีเ้รียกว่า ลิแกนด์ตรึง ( immobilized ligand ) จะมีคณุสมบตัิท่ีมีความจ าเพาะ
ในการจบักบัสารท่ีสนใจ หลงัจากท่ีชะล้างคอลมัน์ สารอ่ืนท่ีไมจ่ าเพาะกบัลิแกนด์จะถกูชะล้างออก
จากคอลมัน์ โดยการเคล่ือนท่ีผ่านลงมาตามคอลมัน์แล้วออกไป คงเหลือแตส่ารท่ีต้องการแยกอยู่
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ภายในคอลมัน์  หลงัจากนัน้จึงท าการปรับภาวะเพ่ือให้สารท่ีสนใจหลดุออกจากการยึดติดกับลิ
แกนด์ (รูปท่ี 2.9)  [Alexander, J.N. และ David P.B. 1998, Pingoud, A., et al. 2002, David, 
J.H., และ Hazel, P. 1998, David, S.H., 1999, Dancette, O.P., et al. 1999, Yan, Z., และ  
Huang, J. 2000. Firer, M.A. 2001] 
 

 
รูปท่ี 2.9 หลกัการของ Affinity chromatography 

 
2.4 Enzyme Immunoassay (EIA)/Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)  
 Enzyme Immunoassay (EIA) หรือ Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)  
โดยเทคนิคนีเ้ป็นการวิเคราะห์ทางชีวเคมีแบบเปียก (wet-lab) โดย EIA และ ELISA มีความคล้าย
กบั radioimmunoassay (RIA) แตไ่ด้มีการพฒันาตวัตดฉลากจากสารกมัมนัตรังสี (radioactive) 
มาเป็นการติดฉลากด้วยเอนไซม์ (enzyme)  โดยเทคนิคของ ELISA สามารถตรวจสอบสารท่ี
ปนเปื้อนอยู่ในสารตัวอย่างท่ีเป็นของเหลวหรือสารตัวอย่างท่ีเปียกและเอนไซม์ท่ีติดฉลากกับ
แอนติบอดีจะเกิดปฏิกิริยากับผลิตภัณฑ์ อาทิเช่น สารตัง้ต้น ( substrate) ซึ่งถูกเรียกว่า 
chromogenic substrate นอกจากนีเ้อนไซม์ท่ีถูกใช้ส าหรับการติดฉลากกับแอนติบอดีมีด้วยกัน
หลายชนิด อาทิเช่น alkaline phosphatase (ALP), horseradish peroxidase (HRP) และ β-
galactosidase ในการเลือกสารตัง้ต้น (substrate) ขึน้อยู่กับความไวท่ีต้องการการวิเคราะห์และ
ความสามารถของเคร่ืองมือเพ่ือการตรวจวดั อาทิเช่น สเปกโตโฟโตรมิเตอร์ (spectrophotometer)  
เคร่ืองวดัแสงฟลอูอเรสเซนซ์ (fluorometer) หรือ เคร่ืองวดัแสงลูมิเนสเซนซ์ (luminometer) จึงท า
ให้เทคนิค ELISA มีข้อได้เปรียบเม่ือเทียบกบัเทคนิค RIA ในด้านของความปลอดภยัและคา่ใช้จ่าย
ท่ีน้อยลง 

http://as.wiley.com/WileyCDA/Section/id-302477.html?query=Alfred+Pingoud
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 2.4.1 รูปแบบของ ELISA  
  2.4.1.1 Indirect ELISA  
  เทคนิค indirect ELISA เป็นวิธีท่ีเลือกใช้ส าหรับการตรวจวดัหรือการตรวจสอบ
เชิงปริมาณ (quantitative determination) ของแอนติบอดี อาทิเช่น การตรวจสอบแอนติบอดีของ
โรคภมูิคุ้มกนับกพร่อง (human immunodeficiency virus, HIV) ในซีร่ัม (serum) เป็นต้น 
  โดยเร่ิมจากการเติมสารละลายของแอนติเจนลงในแต่ละหลุม (well) ของไมโคร
ไตเตอร์เพรท (microtiter plate) สารละลายโปรตีน อาทิเช่น BSA (bovine seum albumin) ถกู
เตมิลงในแตล่ะหลมุเพ่ือส าหรับการป้องกนัพืน้ท่ีท่ีไมไ่ด้มีแอนตเิจนเคลือบ จากนัน้เติมซีร่ัมหรือสาร
ตวัอย่างท่ีประกอบด้วยแอนติบอดีปฐมภูมิ (primary antibody) ลงในแต่ละหลุมท่ีมีแอนติเจน
เคลือบอยู่ ซึ่งจะเกิดการกบักนัอย่างจ าเพาะของแอนติเจนและแอนติบอดีปฐมภูมิ หลงัจากนัน้ท า
การล้างแอนติบอดีท่ีไม่เกิดการจับกับแอนติเจนและเติมแอนติบอดีทุติยภูมิ  ( secondary 
antibody) ท่ีติดฉลากด้วยเอนไซม์ ซึ่งจะเกิดการจับกันอย่างจ าเพาะระหว่างแอนติบอดีปฐมภูมิ
และแอนตบิอดีทตุยิภมูิ  จากนัน้ล้างแอนติบอดีทตุิยภูมิส่วนเกินท่ีไม่จบักบัแอนติบอดีปฐมภูมิออก 
เม่ือล้างเสร็จแล้วท าการเติมสารตัง้ต้นท่ีเหมาะสมส าหรับเอนไซม์ ในขณะนัน้จะค่อยๆเกิดการ
เปล่ียนสีของสารละลาย ซึง่เป็นปฏิกิริยาระหว่างเอนไซม์ท่ีติดกบัแอนติบอดีทตุิยภูมิและสารตัง้ต้น
ท่ีเติมลงไป แล้วน าไมโครไตเตอร์เพลทท่ีเกิดสีมาวดัค่าการดดูกลืนแสงด้วยไมโครเพลทรีดเดอร์ 
(microplate reader)  
 
 

      รูปท่ี 2.10 ขัน้ตอนของเทคนิค indirect ELISA
        

      1. เคลือบแอนตเิจนลงบนเพรท  
      2. เตมิสารละลายป้องกนัลงในเพรทเพ่ือ 
         ป้องกนับริเวณท่ีไมมี่แอนตเิจนเคลือบอยู ่  
      3.จากนัน้เตมิแอนตบิอดีปฐมภมูิลงในเพลท  
      4.ท าการเติมแอนติบอดีทุติยภูมิท่ีเช่ือมต่อกับ
         เอนไซม์ ซึง่เหมาะสมกบัแอนตบิอดีปฐมภมูิ 
      5.ท าการเติมสารตัง้ต้นท่ีเหมาะสมกับเอนไซม์
         ท่ีเช่ือมต่อกับแอนติบอดีทุติยภูมิจะเกิดการ
         เปล่ียนสีขึน้ 
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    2.4.1.2 Sandwich ELISA   
  เทคนิค sandwich ELISA หรือ อาจเรียกเทคนิคนีว้่า two site capture assay 
หรือ antibody capture assay เป็นวิธีท่ีเลือกใช้ส าหรับการตรวจวดัหรือการตรวจสอบเชิงปริมาณ
ของแอนตบิอดีหรือแอนติเจน อาทิเช่น การตรวจสอบแอนติบอดีของ HBsAg, tumor marker และ 
IgM ตอ่โรคตดิตอ่เชือ้ตา่ง ๆ เป็นต้น  
  ในขัน้ตอนของการตรวจหาแอนติเจนท าได้โดยการเคลือบผิวของหลุมด้วย
แอนตบิอดี แล้วจากนัน้เตมิแอนตเิจนท่ีต้องการตรวจสอบลงไปในแตล่ะหลมุ ทิง้ให้เกิดปฏิกิริยากนั
ระหวา่งแอนตบิอดีและแอนตเิจน จากนัน้ล้างส่วนท่ีไม่เกิดปฏิกิริยาออก เติมแอนติบอดีท่ีติดฉลาก
โดยใช้ตวัเดียวกับท่ีเคลือบบนหลุมหรือจะใช้แอนติบอดีท่ีสามารถจบักับ epitope ท่ีต่างกันของ
แอนตเิจนชนิดนัน้ ซึง่เทคนิคนีมี้ความไวและความจ าเพาะของปฏิกิริยาสงูขึน้  

 
รูปท่ี 2.11 ขัน้ตอนของเทคนิค sandwich ELISA ส าหรับการตรวจหาแอนตเิจนโดยให้ท าปฏิกิริยา

กบัแอนติบอดีท่ีเคลือบบน solid phase และแอนตบิอดีท่ีตดิฉลากด้วยเอนไซม์ 
 

  2.4.1.3 Competitive ELISA 
  เทคนิค competitive ELISA เป็นวิธีท่ีเลือกใช้ส าหรับการตรวจวัดหรือการ
ตรวจสอบเชิงปริมาณของแอนตบิอดีหรือแอนตเิจน  
  ในการตรวจหาแอนติเจน จะท าการเคลือบหลุมด้วยแอนติบอดี จากนัน้น า
แอนติบอดีท่ีทราบชนิดและทราบปริมาณความเข้มข้นผสมเข้ากบัสิ่งท่ีต้องการตรวจลงไปในหลุม 
ถ้าในสิ่งตรวจมีแอนติเจนอยู่ จะเกิดการแย่งจับกันระหว่างแอนติ เจนท่ีอิสระท่ีผสมลงไปกับ
แอนติเจนท่ีเคลือบอยู่ท่ีพืน้หลมุ โดยผลท่ีได้จะเป็นสดัส่วนโดยตรงกบัความเข้มข้นของแอนติบอดี
ท่ีทราบชนิดและปริมาณความเข้มข้น ถ้ามีปริมาณความเข้มข้นของแอนติบอดีสูง ท าให้มี



19 
 

แอนตบิอดีในรูปอิสระแยง่จบักบัแอนตเิจนในสิ่งตรวจ ส่งผลให้มีปริมาณแอนติเจนเหลืออยู่น้อยใน
การท่ีจะท าปฏิกิริยากบัแอนตบิอดีท่ีเคลือบอยูท่ี่หลมุ [Richard, A.G, et al. 2002]  
 
2.5 Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 
 การวิเคราะห์โปรตีนด้วยโดยอาศยัเทคนิค sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 
electrophoresis (SDS-PAGE) เป็นวิธีการท่ีใช้ในการตรวจสอบความบริสุทธ์ิและหาน า้หนัก
โมเลกลุของโปรตีน การวิเคราะห์โปรตีนด้วยเทคนิค SDS-PAGE เร่ิมจากการน าตวัอย่างโปรตีนท่ี
ต้องการศกึษามาผสมในสารละลาย SDS มากเกินพอและมีสารประเภทไทออล (thiol) อาทิเช่น 2-
Mercaptoethanol แล้วน าไปต้มท่ีอุณหภูมิ 100 ºC เพ่ือท าให้โปรตีนเสียสภาพ โดยการท าลาย
พนัธะไดซลัไฟด์ (disulphide bond) ส่งผลให้เกิดการเปล่ียนสภาพของโปรตีนจากทรงกลมไปอยู่
ในสภาพท่ีเหยียดตรง ซึ่งในสภาวะดงักล่าว SDS ซึ่งเป็น detergent ท่ีมีประจุลบจะไปเกาะกับ
โปรตีนในอตัราส่วนโดยน า้หนักคงท่ี ท าให้โปรตีนมีค่าความหนาแน่นของประจุเท่ากัน ส่งผลให้
โปรตีนมีประจุลบ จากนัน้น าแต่ละตัวอย่างใส่ในแต่ละช่องของแผ่นเจลและน าไปแยกด้วย
กระแสไฟฟ้า การเคล่ือนท่ีในสนามไฟฟ้าโดยจะเป็นการเคล่ือนท่ีจากขัว้ไฟฟ้าลบไปสู่ขัน้ไฟฟ้าบวก  
ดังนัน้โปรตีนจึงเคล่ือนท่ีโดยอาศัยความแตกต่างของน า้หนักโมเลกุลของโปรตีน (รูปท่ี 2.12) 
ภายหลงัจากการแยกด้วยกระแสไฟฟ้าแล้วน ามาย้อมด้วยสีเช่น coomassie blue หรือ silver 
stain  ในการหาน า้หนักโมเลกุลของโปรตีนสามารถหาได้จากระยะการเคล่ือนท่ีของโปรตีนท่ี
ต้องการทราบน า้หนักโมเลกุลเปรียบเทียบกับระยะการเคล่ือนท่ีของโปรตีนมาตรฐานท่ีทราบ
น า้หนกัแล้ว (รูปท่ี 2.13) นอกจากนีก้ารปรากฏของแถบสีโปรตีนเพียงแถบเดียวใน SDS-PAGE ยงั
เป็นตวับ่งชีถึ้งความบริสทุธ์ิของโปรตีน  [Sambrook, et.al. 1989, Harlow, E., และ Lane, D. 
1988, Olsen, I., และ Wiker, H.G. 1998, Wu, X., และ Koiwa, H.  2012] 
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รูปท่ี 2.12 การวิเคราะห์โปรตีนด้วยเทคนิค SDS-PAGE 

 

 
 

รูปท่ี 2.13 การเคล่ือนท่ีในสนามไฟฟ้าของโปรตีน โดยอาศยัความแตกตา่งของน า้หนกัโมเลกลุ 
 

2.6 อนุภาคขนาดนาโนเมตร (Nanoparticle) 
 อนภุาคขนาดนาโนเมตรจดัเป็นความรู้ด้านหนึ่งของนาโนเทคโนโลยี  โดยอนภุาคขนาดนา
โนเมตรจะมีความหลากหลายทางรูปร่าง ขนาด และ ส่วนประกอบ ในการวดัขนาดของอนภุาค
นิยมวดัในหนว่ย นาโนเมตร (nanometer)  งานวิจยัและสิ่งตีพิมพ์ท่ีเก่ียวข้องทางด้าน bioanalysis 
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ได้น าความรู้ของอนภุาคนาโนเมตรมาตรึงหรือการตดิฉลากเพ่ือส าหรับใช้เป็นตวัวิเคราะห์ อนภุาค
ขนาดนาโนเมตรท่ีนิยมใช้เพ่ือเป็นตรวจวิเคราะห์ ได้แก่ อนภุาคเงินขนาดนาโนเมตร (silver 
nanoparticle, AuNPs) และ อนภุาคทองค าขนาดนาโนเมตร (gold nanoparticle, AuNPs)  
 อนุภาคทองค าขนาดนาโนเมตรเป็นทองค าท่ีอยู่ในสารละลายท่ีมีความหลากหลายทาง
รูปร่าง  ขนาดของเส้นผ่านศนูย์กลางและสีของสารละลาย อาทิเช่น สารละลายท่ีมีดีแดง อนภุาค
ทองค าขนาดนาโนเมตรจะมีเส้นผ่านศนูย์กลางน้อยกว่า 100 nm สามารถประยุกต์ใช้อนุภาค
ทองค าขนาดนาโนเมตรได้อย่างกว้างขวาง ซึ่งเก่ียวข้องกับนาโนเทคโนโลยี   และวัสดศุาสตร์ 
นอกจากนีย้งัสามารถประยกุต์ในงานทางด้านชีววิทยา และทางการแพทย์เน่ืองจากอนภุาคทองค า
ง่ายตอ่การควบคมุการกระจายของขนาดเส้นผ่านศนูย์กลาง มีความเสถียรสามารถเก็บอนภุาคได้
นาน มีความเข้ากนัได้ทางชีวภาพ กบัแอนตเิจน แอนตบิอดี โปรตีน ดีเอ็นเอ และอาร์เอ็นเอ  
 
 2.6.1 คุณลักษณะของอนุภาคทองค าขนาดนาโนเมตร 

 สมบตัทิางแสงของอนภุาคทองค าขนาดนาโนเมตรจะขึน้อยูก่บัขนาด (รูปท่ี 2.14) 
และรูปร่างของอนภุาค (รูปท่ี 2.15) 

 Surface plasmon band (SPB) จะปรับเปล่ียนไปตามขนาด รูปร่างและฟังก์ชนั
การท างานท่ีพืน้ผิว (surface functionalities.) 

 สีของสารละลายของอนภุาคทองค าจะขึน้อยู่กบัระยะห่างระหว่างอนภุาคทองค า
กบัอนภุาคทองค า โดยจะมีการเปล่ียนแปลงของสีของสารละลายอนภุาคทองค า
จากสีแดงเป็นสีฟ้าเม่ืออนภุาคทองค าเกิดการรวมตวัของอนภุาคทองค าท่ีใกล้กัน
เข้าด้วยกนั 

 คา่การดดูกลืนแสงของสารละลายอนุภาคทองค าจะอยู่ในช่วงการดดูกลืนแสงท่ี 
510 จนถึง 550 nm ซึ่งในสีแตล่ะสีจะมีความสมัพนัธ์กบัคา่การดดูกลืนแสงสงูสดุ
ท่ีไม่เหมือนกัน อาทิเช่น สีของสารละลายอนุภาคทองค าเป็นสีแดง จะมีค่าการ
ดดูกลืนแสงสงูสดุประมาณ 520 nm เป็นต้น (รูปท่ี 2.16) 

 ขนาดและรูปร่างของอนุภาคทองค าสามารถเห็นได้ด้วยอาศยั transmission electron 
microscopy (TEM) scanning electron microscopy (SEM) หรือ atomic force microscopy 
(AFM).  
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    รูปท่ี 2.14 ความสมัพนัธ์ระหวา่งสีของสารละลายอนภุาคทองค ากบัขนาดของอนภุาค 
 

 
 

    รูปท่ี 2.15 ความสมัพนัธ์ระหวา่งสีของสารละลายอนภุาคทองค ากบัรูปร่างของอนภุาค 
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รูปท่ี 2.16 ความสมัพนัธ์ระหวา่งสีของสารละลายอนภุาคทองค ากบัคา่การดดูกลืนแสงสงูสดุ 

 
 2.6.2 การสังเคราะห์และการเกิดรูปแบบของอนุภาคทองค าขนาดนาโนเมตร 
 การสังเคราะห์อนุภาคทองค าสามารถสังเคราะห์ได้จากหลายเทคนิค อาทิเช่น การ
สงัเคราะห์โดยอาศยัทางกายภาพ และการสงัเคราะห์ด้วยสารเคมี ซึ่งการสงัเคราะห์ด้วยสารเคมี
จดัเป็นหนึ่งในเทคนิคท่ีได้รับความนิยมเน่ืองจากเป็นเทคนิคท่ีง่ายและปลอดภัย เช่นเทคนิคของ 
turkevich-frens method เป็นเทคนิคท่ีนิยมใช้อย่างกว้างขวางในการสงัเคราะห์อนภุาคทองค าท่ีมี
ขนาดเส้นผ่านศนูย์กลางตัง้แต่ 10 จนถึง 60 nm สารท่ีนิยมใช้ในการสงัเคราะห์คือ chloroauric 
acid โดยอาศัยปฏิกิริยารีดักชัน ( reduction reaction) ของสารเคมีท่ีเป็นรีดิวซิ่ง เอเจนต์ 
(reducing agent) อาทิเช่น sodium citrate ascorbic acid sodium boron hydrid หรือ block 
copolymers ในการรีดิวอนภุาคทองค า แต ่sodium citrate จดัเป็นสารเคมีท่ีเป็นรีดิวซิ่งเอเจนต์ท่ี
นิยมใช้ในการสงัเคราะห์ ในเปล่ียนแปลงปริมาณของ sodium citrate ในการสงัเคราะห์ ส่งผลให้
ได้อนุภาคทองค าท่ีมีขนาดท่ีแตกต่างกัน ซึ่งในขัน้ตอนการสังเคราะห์อนุภาค จะเป็นการรีดิวอนุ
ภาคทองค าจาก Au(III) ไปเป็น Au(0) ในระหว่างการเกิดปฏิกิริยารีดักชันของอนุภาคทองค า 
สามารถพบสารตวักลาง (precursor) ของการสงัเคราะห์อนภุาคทองค าได้หลายรูปแบบ อาทิเช่น 
AuCl4

-  AuCl3(OH)-  AuCl2(OH)2
-  AuCl(OH)3

- หรือ Au(OH)4
- โดยสารตวักลางท่ีพบจะขึน้อยู่กบั 

pH และรูปแบบของ forms clusters เม่ือสิน้ปฏิกิริยาจะได้อนภุาคทองค าท่ีมีปะจโุดยรอบอนภุาค
เป็นลบ [Ma, L.N., et al., 2010, Polte, J. T., et al., 2010, Kimling, J., et al., 2006 Zhu, J., et 
al., 2008, Bhattacharya, S. และ Srivastava, A., 2003, Chithrani, B.D., et al., 2009]. 
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 2.6.3 การตดิฉลากด้วยโลหะ (Metal label) 
        การตดิฉลากด้วยโลหะถกูใช้อยา่งมากในงานทางด้าน immunoassay โดยเฉพาะ
อนภุาคทองค าขนาดนาโนเมตร เน่ืองจากง่ายในการควบคมุขนาดของอนภุาค มีความเสถียรและ
สามารถเก็บรักษาได้นาน และมีความเข้ากนัได้ทางชีวภาพ จงึได้เลือกอนุภาคทองค ามาใช้ในการ
ตดิฉลาก รวมทัง้อนภุาคทองค ามีประจโุดยรอบอนภุาคเป็นลบ จงึท าให้จบักบัโมเลกลุท่ีมีประจเุป็น
บวกได้ ซึง่ในระหวา่งการเกิดปฏิกิริยาของอนภุาคทองค าและโปรตีนอาศยัแรงระหวา่งอนภุาค
ทองค ากบัโปรตีนหลายแรงด้วยกนั อาทิเชน่พนัธะไฮโดเจน แรงไฟฟ้าสถิต แรงแวนเดอร์วาลส์ และ 
zwitterion force ของอนภุาคทองค าได้อยา่งแข็งแรงเม่ือทัง้คูจ่บักนัอย่างเหมาะสม ท าให้มีความ
เสถียรในการเก็บในรูปของของเหลว ซึง่การเกิดปฏิกิริยาของอนภุาคทองค ากบัโปรตีนสง่ผลท าให้

เกิดการเปล่ียนแปลงของสีและคา่การดดูกลืนแสงสงูสดุ (max ) [Ma, L.N., Liu, D.J., และ Wang, 
Z.X., 2010, Norde, W., 1986, Hayat, M.A., 1989, Hermanson, G., 1995, Hou, S.Y., et al., 
2007] 
        สารละลายของอนุภาคทองค าท่ีไม่ได้เช่ือมต่อกับโมเลกลุโปรตีน จะเกิดสภาวะท่ีไม่
เสถียรเม่ือเปรียบกับสารละลายของอนุภาคทองค าท่ีได้เช่ือมต่อกับโมเลกุล โปรตีน เน่ืองจาก 
electrolytes อาทิเช่น sodium chloride เป็นต้น ท าให้ประจุลบบนพืน้ผิวของอนุภาคทองค ามี
ความไม่สมดลุระหว่าง attractive forces และ repulsive ส่งผลให้เม่ืออนภุาคทองค าเกิดการจบั
กบัอนภุาคทองค าท่ีใกล้เคียงแล้วเกิดการตกตะกอน  โดยความเสถียรท่ีเกิดขึน้ของสารละลายของ
อนุภาคทองค าท่ีได้เช่ือมต่อกับโมเลกุลโปรตีนต้องพิจารณาในหลายปัจจัย คือ  ค่า  isoelectric 
point (pI) ของโปรตีน  คา่ pH ของปฏิกิริยาท่ีใช้ในการเข่ือมตอ่  ความเข้มข้นของโปรตีนท่ีเพียงพอ
ท่ีใช้ในการเช่ือมต่อ โดยภาวะท่ีเหมาะสมของอนุภาคทองค าและโมเลกุลโปรตีนท าให้เกิดการ
เช่ือมตอ่กันได้ [Derjaguin, B.V. และ Landau.L., 1941, Verwey, E.J.W. และ Overbeek, 
J.T.G., 1948] 
        เทคนิคท่ีใช้การติดตามการเช่ือมต่อและความเสถียรของอนุภาคทองค ากับโมเลกุล
โปรตีนได้ด้วยหลายวิธี อาทิเช่น UV-vis absorption fluorescence spectroscopy transmission 
electron microscopy (TEM) dynamic light scattering (DLS) enzyme-linked 
immunoabsorbant assay (ELISA) และ electrochemistry measurements 
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2.7 การวิเคราะห์โดยอาศัยการวิเคราะห์บนกระดาษ (paper-based device) 
 หลงัจาก ค.ศ. 1980 เป็นต้นมา ได้มีการพฒันาเทคนิคของ immunoassay อย่างตอ่เน่ือง 
โดยอาศยัหลกัการของ ELISA การพฒันาได้เร่ิมจากการปรับปรุงเทคนิค solid phase labeled 
immune-filtration assay (IFA) ประกอบด้วยกระดาษไนโตรเซลลูโลส (nitrocellulose 
membrane, NCM) ท่ีใช้เป็นตัวพยุง (supporter) และตัวติดฉลาก ตัวติดฉลากท่ีนิยมใช้ 
Immunoassay เช่น เอนไซม์ (enzyme) หรืออนภุาคโลหะขนาดนาโนเมตร (metal nanoparticle 
labels) โดยอนุภาคโลหะขนาดนาโนเมตรท่ีใช้ติดฉลาก ได้แก่ อนุภาคทองค าขนาดนาโนเมตร 
(gold nanoparticle) และอนภุาคเงินขนาดนาโนเมตร (silver nanoparticle) โดยอนภุาคดงักล่าว
ได้รับความสนใจใช้เป็นทางเลือกส าหรับการติดฉลากกับโปรตีน เพ่ือปรับปรุงความเสถียรและ
ความไวของ immunoassay ซึ่งอนุภาคทองค าถูกใช้อย่างใช้อย่างกว้างขวางมากกว่าในเทคนิค
ของ immunoassay และได้พัฒนาเพ่ือใช้เป็นตวัติดตามส าหรับการติดฉลากด้วยแอนติเจนหรือ
แอนตบิอดี [Ye, Y., et al., 2010, Martinez, A.W., et al., 2007].    
 
 ข้อดีของการวิเคราะห์บนกระดาษ [Pelton, R., 2009] มีดงันี ้

1. กระดาษเป็นวสัดท่ีุมีราคาถกู สามารถใช้ในงานอยา่งกว้างขวาง มีน า้หนกัท่ีเบา มีความ
ยืดหยุ่นและสะดวกในการน ามาประยกุต์ใช้ในภาคสนาม รวมทัง้ง่ายตอ่การเก็บรักษาและ
การขนย้าย 

2. การไหลของสารบนกระดาษ สามารถเคล่ือนท่ีได้โดยปราศจากการใช้เคร่ืองมือในการไหล 
3. สามารถปรับปรุงกระดาษให้มีความเหมาะสมในการเช่ือมตอ่กบัโปรตีน ดีเอ็นเอ อาเอ็นเอ   
4. กระดาษท่ีใช้ในการวิเคราะห์มีสีขาว ท าให้เกิดความแตกตา่งระหวา่งสีของกระดาษกบัสีท่ี

เกิดจากปฏิกิริยาท่ีวิเคราะห์   
 

2.8 Optical detection 
 เทคนิค optical detection เป็นวิธีท่ีใช้ในการวิเคราะห์ความเข้มข้นของสีโดยอาศยัเคร่ือง
สแกนหรือกล้องดิจิตอลในการจบัภาพในบริเวณท่ีวิเคราะห์  รูปท่ีได้จากการวิเคราะห์จากภายใน
ห้องปฏิบตัิการหรือภาคสนามสามารถน ามาวิเคราะห์ (รูปท่ี 2.17) และทราบผลของการวิเคราะห์
หลังจากการวิเคราะห์ทันที ข้อได้เปรียบของเทคนิคนีคื้อ มีราคาท่ีถูก ง่าย และ ไม่ต้องการ
ผู้ เช่ียวชาญในการวิเคราะห์ผล 
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รูปท่ี 2.17 ขัน้ตอนการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค Optical detection 

 
  ในการวิเคราะห์เชิงปริมาณสามารถท าการวิเคราะห์ได้ โดยเร่ิมจากการจบัภาพ
ในบริเวณท่ีท าการวิเคราะห์ด้วยเคร่ืองสแกนหรือกล้องดิจิตอล จากนัน้ท าการเปล่ียนสีท่ีอยูใ่นรูป
ในบริเวณท่ีวิเคราะห์เป็น gray scale หรือ CMYK เพ่ือเพิ่มความแมน่ย าในการวิเคราะห์ แล้วน า
รูปภาพท่ีท าการเปล่ียนแปลงแล้วมาวิเคราะห์ด้วยโปรแกรมส าเร็จรูป อาทิเชน่ adobe photoshop 
program เพ่ือท าการวดัคา่ mean intensity ท่ีได้ท าการวิเคราะห์ (รูปท่ี 2.18)  
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รูปท่ี 2.18 แสดงขัน้ตอนการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรมส าเร็จรูป  
 

2.9 Dot-immunogold filtration assay (DIGFA) 
 เทคนิค Dot-immunogold filtration assay (DIGFA) เป็นเทคนิคท่ีพัฒนามาจาก 
immunofiltration assay (IFA) ซึง่ประกอบด้วยกระดาษไนโตรเซลลโูลสท่ีใช้เป็นตวัพยงุ และตวัติด
ฉลาก ตวัติดฉลากท่ีใช้คือ อนุภาคทองค าขนาดนาโนเมตร โดยสามารถใช้เป็นตวัติดตามส าหรับ
การติดฉลากด้วยแอนติเจนหรือแอนติบอดีเ พ่ือปรับปรุงความเสถียรและความไวของ 
immunoassay ส่วนประกอบของเทคนิค DIGFA ประกอบด้วย 3 ส่วน คือ ตวัพยงุ (หมายเลข 2 
ของรูปท่ี 2.19) ตวัติดตามท่ีสามารถเห็นได้ด้วยตาเปล่าในบริเวณวิเคราะห์ (หมายเลข 1 ของรูปท่ี 
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2.19)และวสัดดุดูสารส่วนเกิน (หมายเลข 3 ของรูปท่ี 2.19) [Ye, Y., et al.  2010, Mansour, 
W.A., et al.  2009]. 
 

 
รูปท่ี 2.19 สว่นประกอบของเทคนิค DIGFA กระดาษ 

 
  ตวัอย่างหลกัการของเทคนิค DIGFA เร่ิมจากการหยดสารละลายแอนติเจนของ 
HAV IgM ในซีร่ัมลงบนกระดาษในบริเวณท่ีวิเคราะห์ จากนัน้หยด anti-HAV IgG ท่ีติดฉลากด้วย
อนุภาคทองค าขนาดนาโนเมตร ถ้ามีแอนติเจนอยู่บนกระดาษ ตัวติดตามจะท าปฏิกิริยากับ
แอนตเิจนแล้วจะเกิดเป็นสีแดง โดยสามารถมองเห็นด้วยตาเปลา่ [Wu, W., et al.  1999] 
 
2.10 งานวิจัยท่ีเก่ียวข้องกับ DIGFA 
 Huang และคณะ (1996) ได้พฒันาเทคนิค DIGFA เพ่ือการตรวจวดั reaginic antibody 
ในซีร่ัมของผู้ ป่วยโรค syphilitic โดย 350 ตวัอย่างของซีร่ัมท่ีได้น ามาวิเคราะห์ด้วยเทคนิค DIGFA 
แล้วเทียบด้วยเทคนิค rapid regain test และเทคนิค fluorescent treponemal antibody-
absorption test จากการทดลองพบว่า สามารถตรวจพบ reaginic antibody ในซีร่ัมท่ีวิเคราะห์
ด้วยเทคนิค DIGFA เป็นร้อยละ 100 เม่ือท าการเปรียบเทียบกบัเทคนิค rapid regain และ ร้อยละ 
98 เม่ือท าการเปรียบเทียบกบัเทคนิค fluorescent treponemal antibody-absorption test โดย
ผลท่ีได้จากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค DIGFA สามารถเห็นผลภายใน 2 นาทีและปราศจากการใช้
เคร่ืองมืออ่ืน  
 Wu และคณะ (1999) ได้พฒันาเทคนิค DIGFA เพ่ือการตรวจวดั hepatitis A virus 
specific immunoglobulin M (IgM) antibody ในซีร่ัม โดย 264 ตวัอย่างของซีร่ัมท่ีได้น ามา
วิเคราะห์ด้วยเทคนิค DIGFA แล้วเทียบด้วยเทคนิค ELISA ผลท่ีได้จากการทดลองพบว่า สามารถ
ตรวจพบ hepatitis A virus specific immunoglobulin M (IgM) antibody ในซีร่ัมท่ีวิเคราะห์ด้วย
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เทคนิค DIGFA และเทคนิค ELISA เป็นจ านวน 88 ตวัอย่าง  โดยความไวและความจ าเพาะของ
เทคนิค DIGFA เป็นจ านวนร้อยละ 86.27 และตรวจไม่พบ hepatitis A virus specific 
immunoglobulin M (IgM) antibody เป็นจ านวน 146 ตวัอย่าง  โดยความไวและความจ าเพาะ
ของเทคนิค DIGFA ร้อยละ 90.12  ดงันัน้สามารถใช้เทคนิค DIGFA ในการตรวจวิเคราะห์ได้ 
 Wen และคณะ (2005) ได้พัฒนาเทคนิค DIGFA เพ่ือส าหรับการตรวจวัด anti-
Schistosoma japonicum antibody ในซีร่ัม โดย 1091 ตวัอย่างของซีร่ัมท่ีได้น ามาวิเคราะห์ด้วย
เทคนิค DIGFA เทคนิค ELISA และเทคนิค indirect haemagglutination assay จากผลการ
ทดลองพบว่า สามารถตรวจพบ anti-Schistosoma japonicum antibody ในซีร่ัมท่ีวิเคราะห์ด้วย
เทคนิค DIGFA เป็นร้อยละ 9.3  วิเคราะห์ด้วยเทคนิค ELISA เป็นร้อยละ 11.5 และวิเคราะห์ด้วย
เทคนิค indirect haemagglutination assay เป็นร้อยละ 11.0  ดงันัน้สามารถใช้เทคนิค DIGFA 
ในการตรวจวิเคราะห์ anti-Schistosoma japonicum antibody จาก S. japonicum ได้ 
 Li และคณะ (2006) ได้พฒันาเทคนิค DIGFA เพ่ือส าหรับการตรวจวดั ToRCH-related 
antibodies Toxoplasma gondii rubella virus cytomegalovirus และ herpes simplex virus 
type 1 และ 2 ในซีร่ัม โดย 186 ตวัอยา่งของซีร่ัมท่ีได้น ามาวิเคราะห์ด้วยเทคนิค DIGFA และเทียบ
กบัเทคนิค ELISA  ผลจากการทดลองพบว่า ทัง้สองวิธีสามารถตรวจวิเคราะห์ได้โดยไม่มีความ
แตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญั 
 Wang และคณะ (2006) ได้พฒันาเทคนิค DIGFA เพ่ือส าหรับการตรวจวดั white spot 
syndrome virus (WSSV) โดยใช้กระดาษไนโตรเซลลูโลสเป็นตวัพยงุ WSSV และ anti-WSSV 
monoclonal antibody (mAbs) 1D5 และ 6A4 ท่ีติดฉลากกบัอนภุาคทองค า ผลจากการทดลอง
พบว่า เทคนิค DIGFA สามารถตรวจวิเคราะห์ได้โดยไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคญัเม่ือ
เปรียบเทียบกบัเทคนิค dot-blot nitrocellulose enzyme immunoassay (DB-NC-EIA) 
 Sui และคณะ (2000) ได้พัฒนาเทคนิค DIGFA เพ่ือการตรวจวัดสารในกลุ่มของ 
fluoroquinolones (FQs) ได้แก่ enrofloxacin (ENR) ciprofloxacin (CIP) และ norfloxacin 
(NOR) ซึ่งผลการทดลองพบว่า ความเข้มข้นน้อยท่ีสุดของเทคนิค DIGFA ท่ีสามารถตรวจ
วิเคราะห์ได้ส าหรับ ENR และ CIP คือ 20 µg/kg และส าหรับ NOR คือ 50 µg/kg ซึ่งผลจากการ
วิเคราะห์ด้วยเทคนิค DIGFA สามารถเห็นผลด้วยตาเปลา่ภายใน 30 นาที 
 Mansour และคณะ (2009) ได้พฒันาเทคนิค DIGFA เพ่ือการตรวจวดั antigenaemia ใน
ซีร่ัมของผู้ ป่วยโรค schistosomiasis โดยน าตัวอย่างของซีร่ัมท่ีได้มาวิเคราะห์ด้วยเทคนิค 
Sandwich ELISA, เทคนิคdot-ELISA, และเทคนิค dipstick ELISA เพ่ือเปรียบเทียบความไวและ
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ความจ าเพาะกับการวิเคราะห์ด้วย DIGFA  ผลจากการทดลองพบว่า สามารถตรวจพบ 
antigenaemia ในซีร่ัมท่ีวิเคราะห์ด้วยเทคนิค DIGFA เป็นร้อยละ 100 เม่ือเปรียบเทียบกบัเทคนิค 
Sandwich ELISA วิเคราะห์ด้วยเทคนิค dot-ELISA เป็นร้อยละ 89.7 และวิเคราะห์ด้วยเทคนิค 
dipstick ELISA เป็นร้อยละ 91.2 นอกจากนีมี้ความไวเป็นร้อยละ 95.8 และมีความจ าเพาะเป็น
ร้อยละ 95 ดงันัน้สามารถใช้เทคนิค DIGFA ในการตรวจวิเคราะห์ antigenaemia ในซีร่ัมของ
ผู้ ป่วยโรค schistosomiasis  
 Ye และคณะ (2010) ได้พฒันาเทคนิค DIGFA เพ่ือส าหรับการตรวจวดั aflatoxin B(1) 
(AFB(1)) โดยใช้กระดาษไนโตรเซลลโูลสเป็นตวัพยงุ aflatoxin B(1) และใช้ตวัติดฉลากท่ีเป็น anti-
aflatoxin B(1) กบัอนภุาคทองค า ซึ่งผลการทดลองพบว่า ความเข้มข้น 2 ng/mL เป็ความเข้มข้น
น้อยท่ีสดุท่ีสามารถตรวจวิเคราะห์ด้วยเทคนิค DIGFA ซึง่ให้ผลเช่นเดียวกบัการตรวจวิเคราะห์ด้วย
เทคนิค ELISA นอกจากนีผ้ลจากการตรวจวิเคราะห์สามารถเห็นได้ด้วยตาเปลา่ภายใน 15 นาที 
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บทที่ 3  
 

วธีิด าเนินการวจิัย 
 

3.1 เคร่ืองมือ วัสดุ และอุปกรณ์ที่ใช้ในงานวิจัย 
 
ตาราง 3.1 เคร่ืองมือและอุปกรณ์ที่ใช้ในงานวิจัย  

วัสดุและอุปกรณ์ แหล่งท่ีมา 
กระดาษกรองเบอร์ 1  
ขวดเลีย้งเซลล์ขนาด  
เคร่ืองกวนสารแบบให้ความร้อน   
เคร่ืองป่ันเหว่ียง 
เคร่ืองป่ันเหว่ียงท่ีควบคมุอณุหภมูิ 
 
เคร่ืองผสมด้วยแรงหมนุ (vortex) 
เคร่ืองพิมพ์ท่ีใช้ในการพิมพ์ลาย  
เคร่ืองวดัการดดูกลืนแสง 
เคร่ืองวดัความเป็นกรด-ดา่ง 
เคร่ืองไมโครเพลท รีดเดอร์ 

Whatman®, England  
Nunc, Denmark 
IKA® C-MAG HS10 
Universal 32R, Hettich 
Benchtop laboratory centrifuge Universal 320  
R, Hettich lab technology, UK 
Scientific Industries, Inc., USA 
Color Qube 8570, Xerox 
2800 UV-VIS spectrophotometer, Unico, China  
Mettler Toledo, USA 
Biochrom Anthos 2010 Microplate Reader, UK 
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ตารางท่ี 3.1 (ต่อ) 

วัสดุและอุปกรณ์ แหล่งท่ีมา 
เคร่ือง Transmission electron microscopy   
  
จานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลมุ 
ชดุอิเล็กโทรฟอเรซิส 
ตู้บม่ท่ีมีคาร์บอนไดออกไซด์ 
 
ตู้ปลอดเชือ้ 
 
ทิป (tip) ขนาด 0.01, 0.2 และ 1 mL 
ปิเปตอตัโนมตัิ 
หม้อนึง่ฆา่เชือ้ 
หลอดทดลองขนาด 1.5 mL 
หลอดป่ันเหว่ียงขนาด 15 และ 50 mL 
หลอดส าหรับแชแ่ข็งเชือ้ (cryotube) 
อา่งควบคมุอณุหภมูิ 

JEM-2100 Transmission Electron  
Microscope, Japan 
Corning Incorporated, USA 
Bio-Red, USA 
Thermo Scientific Forma Direct Heat CO2  
Incubators 
International Scientific Supply Co., Ltd.,  
Thailand 
Axygen, USA 
Gilson, France 
HICLAVE™ HVE-50, HIRAYAMA, JAPAN 
Axygen, USA 
Corning Incorporated, USA 
Nunc, Denmark 
Memmert, Germany 

 
 
3.2 สารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย 
 
ตาราง 3.2 สารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย 

สารเคมี แหล่งท่ีมา 
Acrylamide gel 
BCATM protein assay kit 
Beta-mercaptoethanol 
Bovine serum albumin (BSA) 
Bromophenol blue 

Sigma-Aldrich, USA 
Pierce, USA 
Sigma-Aldrich, USA 
Sigma-Aldrich, USA 
Sigma-Aldrich, USA 
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ตารางท่ี 3.2 (ต่อ) 
สารเคมี แหล่งท่ีมา 

Citric acid 
Coomassie brillian blue R-250 
Dimethyl sulfoxide (DMSO) 
di-Sodium hydrogenphosphate (Na2HPO4) 
Fetal calf serum 
Glycine 
Goat anti-mouse IgG horse redish  
peroxidase 
Hydrochloric acid (HCl) 
Hydrogenperoxide (H2O2) 
Hydrogen tetrachloroaurate 
Influenza vaccine 
Methanol 
Measles, mumps, rubella vaccine 
Lysozyme 
Ovalbumin  
Ovomucoid 
Ovotransferrin 
Penicillin G 
RPMI 1640 medium 
Skim milk 
Sodium carbonate (Na2CO3) 
Sodium chloride (NaCl) 
Sodium dihydrogen phosphate(NaH2PO4) 
Sodium dodecyl sulfate (SDS) 
Sodium pyruvate 
 

Merek, Germany 
Pierce, USA 
Fluka, Swizerland 
Merek, Germany 
Invitromax, USA 
Sigma-Aldrich, USA 
Amersham Biosciences, UK 
Sigma-Aldrich, USA 
Fluka, Swizerland 
Sigma-Aldrich, USA 
Vaxigrip, Sanofi Pasteur SA, France 
BDH,UK 
Priorix, GlaxoSmithKline Biologicals SA,  
Belgium 
Sigma-Aldrich, USA 
Sigma-Aldrich, USA 
Sigma-Aldrich, USA 
Sigma-Aldrich, USA 
Sigma-Aldrich, USA 
Sigma-Aldrich, USA 
Thermo Scientific,  
Merek, Germany 
Merek, Germany 
Carlo Erba, USA 
Sigma-Aldrich, USA 
Sigma-Aldrich, USA 
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ตารางท่ี 3.2 (ต่อ) 

 

 
3.3 การคัดเลือกเซลล์ไฮบริโดมาที่สามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนตบิอดีต่อ OVA โดยวิธี  
     Indirect ELISA 
 เซลล์ไฮบริโดมาได้รับความอนุเคราะห์จาก ดร. นันทิกา คงเจริญพร (สถาบันวิจัย
เทคโนโลยีชีวภาพและวิศวกรรมพนัธุศาสตร์ (IBGE) จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั)  โดยอาหารเลีย้ง
เซลล์ (ตาราง 3.1) ท่ีได้รับมา  ถูกน ามาคดักรองโดยอาศยัเทคนิค indirect ELISA เพ่ือหาโคลน 
(clone) ท่ีสามารถผลิตแอนจิบอดีได้ปริมาณสูงสุด หลังจากนัน้น าโคลนนัน้มาเลีย้งในอาหาร 
RPMI 1640 (ตารางท่ี ข.1 ภาคผนวก ข) ขัน้ตอนในการด าเนินการของเทคนิค indirect ELISA มี
ดงันี ้ท าการเคลือบพืน้หลมุของ plate ELISA ชนิด 96 หลมุด้วย OVA  ซึ่งเป็นแอนติเจน (antigen) 
ท่ีความเข้มข้น 10 µg/mL หลมุละ 100 µL บม่ท่ีอณุหภูมิ 4 °C เป็นระยะเวลา 12-18 ชัว่โมง เม่ือ
ครบตามเวลาแล้ว น ามาล้างด้วย PBST (phosphate buffer (PBS) ท่ีมีการเติม Tween-20) ใน
ความเข้มข้น 0.05% (v/v) จ านวน 3 ครัง้ เตมิสารละลายนมพร่องมนัเนย (Skim milk) ท่ีละลายอยู่
ใน PBST หลุมละ 200 µL แล้วน าไปบม่ท่ีอณุหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนัน้ล้างด้วย 
PBST 3 ครัง้ เติมตวัอย่างดงัแสดงในตารางท่ี 3.1 ลงในหลมุละ 100 µL น าไปบม่ท่ีอณุหภูมิ 37 
°C เป็นเวลา 2 ชัว่โมง จากนัน้ล้างด้วย PBST 3 ครัง้ เติมสารละลายแอนติบอดีทุติยภูมิ (goat 
anti-mouse IgG) ท่ีมีเอ็นไซม์ horse redish peroxidase (HRP) เช่ือมตอ่อยู่ในความเข้มข้น 
1:10000 หลมุละ 100 µL น าไปบม่ท่ีอณุหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนัน้ล้างด้วย PBST 3 
ครัง้ เติมสารละลายสบัสเตรต (Substrate) TMB  หลมุละ 100 µL เป็นเวลา 10 นาที จากนัน้เติม
กรดซลัฟูริก (sulfuric acid) เข้มข้น 1 M หลมุละ 100 µL เพ่ือหยดุปฏิกิริยาแล้วน าไปวดัคา่การ
ดดูกลืนแสงด้วยเคร่ืองไมโครเพลท รีดเดอร์ (micro plate reader) ท่ีความยาวคล่ืน 450 nm   
 
 

สารเคมี แหล่งท่ีมา 
Streptomycin 
Sulfuricacid (H2SO4) 
N,N,N´,N´-tetramethylethylenediamine 
Tween-20 

Sigma-Aldrich, USA 
Merek, Germany 
Pierce, USA 
Riedel-de Haen, UK 
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ตาราง 3.3 แสดงรายช่ือของเซลล์ไฮบริโดมาท่ีน ามาคดักรองด้วย indirect ELISA  
  

ล าดับ รายช่ือของเซลล์ไฮบริโดมา 
1 OVA 1-1H-10A-8H 
2 OVA 2-7G-4B-4B 
3 OVA 8-7H-8F-6F 
4 OVA 9-1E-8D 

 
 
3.4 การผลิตโมโนโคลนอล 
 เซลล์ไฮบริโดมาท่ีใช้คือ OVA 8-7H-8F-4H ซึง่เป็นโคลนในกลุม่ของ OVA 8 ท่ีได้ผา่นการ
คดักรอง พบวา่ สามารถผลิตโมโนโคลนอลได้ในปริมาณปริมาณใกล้เคียงกนักบัโคลนอ่ืนๆ ในกลุม่
ของ OVA8 น ามาเพาะเลีย้งในฟลาสค์ (flasks) เพ่ือเพิ่มปริมาณเซลล์ในอาหาร RPMI 1640 ท่ีมี
การเตมิกลโูคส 1 g/mL หลงัจากนัน้น ามาเพาะเลีย้งท่ีตู้บม่ ภายใต้อณุหภมูิ 37 °C มีปริมาณ
คาร์บอนไดออกไซด์ (CO

2
) 5% โดยท าการเพาะเลีย้งเซลล์ภายในตู้บม่เป็นเวลา 3 วนั  หลงัจากนัน้

น าอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีอยูใ่นฟลาสค์เทใสห่ลอดป่ันเหว่ียง (centrifuge tube) แล้วน าไปป่ันเหว่ียง  
ท่ีความเร็วป่ันเหว่ียง 1,000 rpm  เป็นเวลา 5 นาที หลงัจากนัน้ท าการแยกอาหารเลีย้งเซลล์ใส่
หลอดป่ันเหว่ียงใหมแ่ล้วเก็บท่ีอณุหภมูิ -20 °C  หลงัจากนัน้ท าการดดูสว่นของเซลล์ท่ีได้จากการ
ป่ันเหว่ียงในปริมาตร 100 µL ใสล่งในอาหาร RPMI 1640 ท่ีมีการเตมิ กลโูคส 1 g/mL จากนัน้
น าฟลาสค์ท่ีได้มาเพาะเลีย้งท่ีท่ีตู้บม่ ภายใต้อณุหภมูิ 37 °C มีปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์ 5%  
 
3.5 การเก็บรักษาเซลล์ไฮบริโดมาในไนโตรเจนเหลว (Liquid nitrogen) 
 เร่ิมโดยการดดูเซลล์ไฮบริโดมาท่ีอยูใ่นอาหารเลีย้งเซลล์ RPMI 1640 ใสห่ลอดเก็บและ
น า้ยาเก็บเซลล์แชแ่ข็งในไนโตรเจนเหลว (freezing medium) (ตารางท่ี ข.1 ภาคผนวก ข)  จากนัน้
ใช้พลาสเจอร์ปิเปต (pasteur pipette) ดดูขึน้ลงเบาๆ จนสารทัง้สองผสมเข้ากนัดีและน าไปแชท่ี่
อณุหภมูิ -70 °C ข้ามคืน จากนัน้จงึย้ายลงไปแชใ่นถงัไนโตรเจนเหลวท่ีมีอณุหภมูิประมาณ -196 
°C   
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3.6 การน าเซลล์ไฮบริโดมาที่เก็บในไนโตรเจนเหลวกลับมาเลีย้ง 
 น าหลอดท่ีเก็บเซลล์ไฮบริโดมาออกจากถงัไนโตรเจนเหลวมาละลายท่ีอณุหภมูิ 37  °C 
ทนัท่ี เม่ือสารผสมละลายแล้วให้ถ่ายลงในหลอดป่ันเหว่ียงท่ีมีอาหารเลีย้งเซลล์ RPMI 1640 
ปริมาตร 10 mL จากนัน้น าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 1,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที  เม่ือป่ันเหว่ียง
เสร็จแล้วท าการแยกอกการเก่าออกจากเซลล์ แล้วนัน้น าเซลล์ท่ีได้มาเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์ 
RPMI 1640 ท่ีมี Fetal calf serum (FCS) ความเข้มข้น 20% (v/v)  และน าไปบม่เพาะเลีย้ง 
 
3.7 การท าโมโนโคลนอลให้บริสุทธ์ิโดยใช้โปรตีนจี   
 น าโปรตีนจีเซฟาโรส (protein G sepharose) ท่ีปริมาตร 5 mLท่ีอยูใ่นภาชนะท่ีมี PBS pH 
7.4 เทลงในคอลมัน์แล้วท าการปรับสภาวะสมดลุด้วยโซเดียมฟอสเฟตบฟัเฟอร์ pH 7.0 โดยปรับ
อตัราการไหลเท่ากบั 1 mL/min จากนัน้เตมิอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีน ามาละลายและน ามากรองผา่น
ด้วยกระดาษกรองเบอร์ 1  (Whatman® No.1) ซึง่มีโมโนโคลนอลท่ีต้องการท าให้บริสทุธ์ิ จากนัน้
น าอาหารปริมาตร 500 mL ท่ีผา่นการกรองเทลงในคอลมัน์โปรตีนจี  ท าการล้างโปรตีนท่ีไมไ่ด้จบั
กบัคอลมัน์ออกด้วยทริสไฮโดรคลอไรด์ (Tris-HCl) pH 8 ท่ีความเข้มข้น 100 mM และล้างด้วย 
ทริสไฮโดรคลอไรด์ pH 8 ท่ีความเข้มข้น 10 mM ซึง่ปริมาตรการล้างเป็นปริมาตร 5 เทา่ของขนาด
คอลมัน์ท่ีใช้ จากนัน้ท าการชะโมโนโคลนอลออกจากคอลมัน์โปรตีนจี โดยใช้ไกลซีนไฮโดคลอไรด์
บฟัเฟอร์ (glycine-HCl) pH 3 ท่ีความเข้มข้น 100 mM พร้อมเก็บสารละลายท่ีออกจากคอลมัน์
หลอดละ 500 µL ซึง่ในหลอดท่ีเก็บมีทริสไฮโดรคลอไรด์ pH 8 ปริมาตร 50 µL ความเข้มข้น 1 M 
อยูภ่ายในหลอดเก็บ แล้วท าการผสมให้เข้ากนัเพ่ือท าการปรับคา่ pH ให้เป็นกลาง หลงัจากนัน้น า
สารละลายแตล่ะหลอดไปวดัการดดูกลืนแสงด้วยเคร่ืองยวีู/วิสิเบลิ สเปกโทรสโคปี (UV-vis 
spectrophotometer) ท่ีคา่การดดูกลืนแสง 280 nm และท า indirect ELISA เพ่ือน ามาวาดเป็น
กราฟความสมัพนัธ์ระหวา่งค่าการดดูกลืนแสงและ fraction ของสาร จากนัน้น าสารละลายใน
หลอดทดลองท่ีมีโมโนโคลนอลมารวมกนั เพ่ือน าไปท าไดอะไลซิส จากนัน้ท า SDS-PAGE  
 
3.8 การท าไดอะไลซิส (Dialysis) 
 เร่ิมต้นด้วยการน าหลอดไดอะไสซิสใสใ่นภาชนะท่ีมีสารละลายของ EDTA (ethylenedi 
aminetetraacetic acid) ท่ีความเข้มข้น 5 mM และ sodium bicarbonate ท่ีความเข้มข้น 200 
mM แล้วน าไปต้มเป็นเวลา 5 นาที เม่ือต้มเสร็จน ามาล้างทัง้ภายในและภายนอกด้วยน า้กลั่น 
จากนัน้น าไปไปต้มและล้างอีกครัง้ แล้วน าไปแช่ในน า้กลัน่และท าการปิดฝาด้วยอลูมิเนียมฟอยล์  
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(aluminum foil) และน าไปอบฆา่เชือ้ (autoclave)  เป็นระยะเวลา 10 นาที หลงัจากการอบฆ่าเชือ้
เสร็จแล้ว น าไปเก็บในท่ีอณุหภูมิ 4 °C ท่ีมีการเติมสารละลายโซเดียมเอไซด์ (sodium azide) ท่ี
ความเข้มข้นร้อยละ 0.02 เพ่ือป้องกนัการเจริญเตบิโตของเชือ้จลุินทรีย์   
 ในกรณีท่ีต้องการใช้หลอดไดอะไลซิสควรใสถ่งุมือก่อนการสมัผสักบัหลอดไดอะไลซิส 
จากนัน้ท าการวดัและตดัหลอดไดอะไลซิสตามความยาวท่ีเหมาะสมในการใช้งาน ท าการล้างทัง้
ภายนอกและภายในด้วยน า้กลัน่ แล้วมดัท่ีปลายข้างหนึง่ของหลอดด้วยเส้นด้ายให้แน่น จากนัน้ใช้ 
พลาสเจอร์ปิเปตดดูสารท่ีต้องการท าไดอะไลซิสใสล่งภายในหลอด และท าการผกูปลายของหลอด
อีกข้างด้วยเส้นด้ายให้แนน่ น าหลอดไดอะไลซิสท่ีบรรจดุ้วยสารละลายท่ีต้องการท าไดอะไลซิส
แล้ว มาวางใสใ่นภาชนะท่ีบรรจดุ้วย PBS ปริมาณ 1 L โดยท่ีก้นของภาชนะมีแทง่แมเ่หล็กส าหรับ
กวนสาร (magnetic stirring) น าไปไว้ท่ีห้องเย็นท่ีมีอณุหภมูิ 4 °C เป็นระยะเวลาข้ามคืน พร้อมกบั
การหมนุอยา่งช้าๆของแทง่แมเ่ล็กกวนสาร เม่ือครบเวลาท าการเปล่ียนสารละลายของ PBS ใหม่
และท าการหมนุอย่างช้าๆเป็นระยะข้ามคืน หลงัจากนัน้ท าการดดูสารละลายท่ีอยูใ่นหลอดไดอะไล
ซิสออกมาด้วยพลาสเจอร์ปิเปตเก็บใสภ่าชนะ 
 
3.9 การทดสอบความบริสุทธ์ิและหามวลโมเลกุลของโมโนโคลนอล 
     3.9.1 การเตรียมพอลิอะคริลาไมด์เจลชนิดแผ่น 
 ในการทดสอบความบริสุทธ์ิและหามวลโมเลกุลของโมโนโคลนอลสามารถท าได้ด้วยวิธี 
sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) โดยการเตรียม
แผ่นเจล (gel) ส าหรับการแยก (separating gel) ท่ีความเข้มข้น 8% ความกว้างประมาณ 5 cm 
ยาว 8 cm และหนา 0.75 cm ปรับผิวหน้าเจลให้เรียบด้วยการเติมน า้กลัน่แล้วตัง้ทิง้ไว้จน            
เจลเกิดการแข็งตวั เม่ือเจลแข็งตวัแล้วท าการเทน า้กลัน่ส่วนเกินออก จากนัน้ท าการเทสารละสาย
เจลส าหรับการท าชอ่งเพ่ือใสต่วัอยา่ง (stacking gel) ท่ีความเข้มข้น 5% และใส่หวี (comb) ท่ีเป็น
แมพ่ิมพ์หลมุเจล ตัง้ทิง้ไว้จนแผน่เจลแข็งตวั (ตารางท่ี ข.4 ภาคผนวก ข) 

3.9.2 การเตรียมสารละลายตัวอย่าง 
 เตรียมสารละลายตวัอย่างให้มีปริมาณโปรตีน 5 mg ตอ่หลมุของเจล ผสมกบัสารละลาย

สีย้อมท่ีประกอบด้วย SDS, β-mercaptoethanol และ bromophenol blue (SDS staining dye) 
ในอตัราส่วน 1:1 จากนัน้น าไปต้มท่ีอณุหภูมิ 100 °C เป็นเวลา 5 นาที แล้วน ามาตัง้ทิง้ไว้ให้เย็นท่ี
อณุหภมูิห้องก่อนน าไปดดูใสใ่นหลมุเจล (ตารางท่ี ข.4 ภาคผนวก ข) 
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3.9.3 การท าอีเล็กโทรฟอเรซิส 
  เร่ิมจากการน าเจลท่ีเตรียมไว้มาประกอบเข้ากับเคร่ืองท าอีเล็กโทรฟอเรซิส (electro 

phoresis chamber) ท่ีมี SDS ในไกลซีนไฮโดรคลอไรด์บฟัเฟอร์ (running buffer) ทัง้ส่วนด้านบน
และด้านลา่งภายในเคร่ือง  จากนัน้น าสารละลายตวัอยา่งดดูใส่ในหลมุเจล หลมุละ 15 µL ในส่วน
ของ marker ให้ดดูใสป่ริมาตร 2.5 µL หลงัจากดดูสารตา่งๆใส่หลมุเจลแล้ว ท าการตอ่ขัว้ไฟฟ้าเข้า
กบัเคร่ืองจ่ายไฟฟ้า โดยให้กระแสไฟฟ้าท่ีมีคา่ความตา่งศกัย์คงท่ีท่ี 100 V เป็นเวลา 90 นาที จน
เม่ือพบแถบสีของสีย้อมเคล่ือนไปถึงขอบปลายของเจลจึงหยุดให้กระแสไฟฟ้า จากนัน้น าเจลท่ี
ได้มาย้อมสีด้วย staning solutoin เป็นระยะเวลา 30 นาที และล้างในสารละลาย destaining 
solution จนกวา่จะเห็นแถบแบนของโปรตีนชดัเจน (ตารางท่ี ข.4 ภาคผนวก ข) 

 
3.10 การทดสอบความไว (Sensitivity) ของโมโนโคลนอลหลังท าให้บริสุทธ์ิ   
 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลสามารถท าด้วยวิธี indirect competitive ELISA 
เร่ิมจากการดดูสารละลายโมโนโคลนอลท่ีได้จากการท าให้บริสทุธ์ิท่ีความเข้มข้น 1:500 เป็น
ปริมาตร 90 µL ผสมเข้ากบั สารละลาย OVA ท่ีมีความเข้มข้นตัง้แต ่ 1000  µg/mL ถึง 
0.0001192 µg/mL  ท าการผสมในแตล่ะสว่นของสารละลายให้เข้ากนั แล้วจากนัน้ดดูใสใ่นแตล่ะ
หลมุของเพลท ELISA ปริมาตร 100 µL ท่ีผา่นการเคลือบด้วย OVA แล้วการเตมิสารละลายนม
พร่องมนัเนย และ ล้างด้วย PBST และน าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 37 °C เป็นระยะเวลา 2 ชัว่โมง จากนัน้
ขัน้ตอนในการทดลองเชน่เดียวกบัวิธี indirect ELISA ดงัท่ีได้กลา่วมาแล้วใน 3.1  
 ความไวของโมโนโคลนอลสามารถรายงานเป็นค่าความเข้มข้นของสารท่ีน้อยท่ีสุดท่ี
สามารถตรวจวดัได้ (limit of detection, LOD) ซึ่งได้จากการน าคา่การดดูกลืนแสงโดยวิธี indirect 
competitive ELISA ซึง่เกิดจากการแยง่จบัระหวา่งแอนติเจนท่ีเคลือบท่ีก้นหลมุกบัแอนติเจนอิสระ
ท่ีท าการผสมลงไปจบักบัโมโนโคลนอลท่ีได้จากการท าให้บริสทุธ์ิ จากนัน้น าผลท่ีได้มาเขียนกราฟ 
โดยแกน Y จะเป็นคา่ร้อยละของคา่การดดูกลืนแสงจากผล ELISA ท่ีมีแอนติเจนหารด้วยคา่การ
ดดูกลืนแสงจากผล ELISA ท่ีไม่มีแอนติเจน (%B/B0 ) และแกน X เป็นค่าของล็อกการิทึมของ
ความเข้มข้นของแอนติเจนท่ีทดสอบและสามารถค านวณคา่ LOD ได้จากสตูรเพ่ือน ามาเทียบกบั
กราฟได้เป็นความเข้มข้น 

LOD = B0-3SD 
    เม่ือ SD คือ คา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน 
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3.11 การทดสอบความจ าเพาะ (Specificity) ของโมโนโคลนอล 
 โดยขัน้แรกเร่ิมจากการเคลือบหลมุเพลทของ ELISA ด้วยแอนตเิจน โดยแอนตเิจนท่ีใช้มี
ดงัตอ่ไปนี ้ovomucoid, ovotransferrin, lysozyme และ Ovalbumin ซึง่ละลายใน PBS pH 7.4 ท่ี
ความเข้มข้น 50,000 µg/mL  ถึง 0.00005 µg/mL  หลมุละ 100 µL แล้วน าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ  4 
°C เป็นระยะเวลา 12-18 ชัว่โมง จากนัน้ขัน้ตอนในการทดลองเชน่เดียวกบัวิธี indirect ELISA 
ดงัท่ีได้กลา่วมาแล้วใน 3.1  
 
3.12 การสังเคราะห์อนุภาคทองค า 
 อนภุาคทองค าท่ีได้สามารถสงัเคราะห์ได้จากสารละลาย chloroauric acid ซึ่งเตรียมได้
จาก 1 g ของ HAuCl4

. 3 H2O ละลายในน า้กลัน่ท่ีมีปริมาตร 100 mL ผสมให้เข้ากัน จะได้
สารละลาย chloroauric acid ท่ีมีความเข้มข้น 0.01% (w/v)  ดดูสารละลาย chloroauric acid ท่ี
มีความเข้มข้น 0.01% ปริมาณ 100 µL ใส่ลงในภาชนะท่ีมีน า้กลัน่ 10 mL จากนัน้ใส่แท่งแม่เหล็ก
กวนสาร แล้วน าไปต้มท่ีอณุหภูมิ 100 °C บนเคร่ืองกวนสารแบบให้ความร้อน ในขณะต้มเปิดการ
หมนุของแท่งแม่เหล็กอย่างรวดเร็ว แล้วท าการเติมสารละลายโซเดียมซิเตรท ในปริมาณ 1.5 mL  
ลงไปใสภาชนะท่ีท าการต้มอยู่ ท าการต้มเป็นเวลา 15 นาที ในระหว่างการต้มจะเกิดการเปล่ียนสี
ของสารละลายจนสุดท้ายได้สารละลายสีแดงด า แล้วน าสารละลายดังกล่าวมากวนต่อท่ี
อุณหภูมิห้องอีก 15 นาที อนุภาคทองค าท่ีสังเคราะห์ได้น ามาเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 °C 
สารละลายอนภุาคทองค าท่ีสงัเคราะห์ได้น าไปดคูณุลกัษณะด้วยเคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ ท่ีคา่
การดูดกลืนแสงตัง้แต่ 400 ถึง 700 nm รวมทัง้น าไปศึกษาขนาดละรูปร่างด้วยเคร่ือง  
Transmission electron microscopy (TEM)   
 
3.13 การเตรียมอนุภาคทองค าส าหรับการเช่ือมต่อกับโมโนโคลนอล 
 การเช่ือมต่อของอนุภาคทองค ากับโมโนโคลนอลนัน้มีปัจจัยท่ีเก่ียวข้องคือ pH ของ
สารละลายอนภุาคทองค า และ ความเข้มข้นของสารละลายโมโนโคลนอล 
 3.13.1 ปัจจัยของ pH ในสารละลายอนุภาคทองค า 
 น าสารละลายอนภุาคทองค ามาปรับ pH  ให้มีคา่ ตัง้แต ่4 ถึง 11 โดยใช้ HCl ท่ีความ
เข้มข้น 1 M และ Na2CO3 ความเข้มข้น 1 M  จากนัน้ท าการเติมสารละลายโมโนโคลนอลท่ีความ
เข้มข้น 15 µg/mL ลงในสารละลายอนภุาคทองค า 100 µL ซึ่งท่ีมีคา่ pH ท่ีแตกตา่งกนั ท าการ
ผสมให้เข้ากนัแล้วตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 15 นาที หลงัจากผ่านไป 15 นาทีแล้ว ท า
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การเติมโซเดียมคลอไรด์ท่ีมีความเข้มข้น 10% ในปริมาตร 20 µL แล้วตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภูมิ 37 °C 
เป็นเวลา 15 นาที ผลท่ีจะได้จะเห็นการเปล่ียนแปลงของสีของสารละลาย และน าไปวดัค่าการ
ดดูกลืนแสงท่ี 520 และ 580 nm  
 
 3.13.2 ปัจจัยของ pH ในสารละลายอนุภาคทองค า 
 น าสารละลายอนภุาคทองค ามาปรับ pH  ให้มีคา่ 7 โดยใช้  Na2CO3 ความเข้มข้น 1 M  
จากนัน้ท าการเตมิสารละลายโมโนโคลนอลท่ีความเข้มข้นตัง้แต ่0 ถึง 30 µg/mL ลงในสารละลาย
อนภุาคทองค า 100 µL ท าการผสมให้เข้ากนัแล้วตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 15 นาที  ซึ่ง
จากนัน้ขัน้ตอนในการทดลองเชน่เดียวกบัวิธีท่ีได้กล่าวมาแล้วใน 3.10.1  
 
3.14 การเช่ือมต่อของอนุภาคทองค ากับโมโนโคลนอลภายใต้สภาวะที่เหมาะสม 
 สารละลายอนภุาคทองค าปริมาตร 1 mL อยู่ในหลอดป่ันเหว่ียงท่ีผ่านการปรับ pH  ให้
เหมาะสมในการเช่ือมตอ่ ซึง่ pH ท่ีเหมาะสมในการเช่ือมตอ่อยู่ท่ี pH 7 จากนัน้น าสารละลายโมโน
โคลนอลท่ีละลายอยู่ใน PBS pH 7.4 ความเข้มข้น 300 µL แล้วท าการผสมให้เข้ากันเป็น
ระยะเวลา 2 ชัว่โมงด้วยแท่งแม่เหล็กกวนสาร  เม่ือครบเวลา 2 ชัว่โมงแล้วท าการเติมสารละลาย  
BSA (bovine serum albumin) ท่ีความเข้มข้น 3% (w/v) ใน PBS pH 7.4 หลงัจากนัน้ท าการผสม
เป็นระยะเวลา 1  ชัว่โมง ด้วยแทง่แมเ่หล็กกวนสาร แล้วน าสารละลายท่ีได้มาท าการป่ันเหว่ียงด้วย
เคร่ืองป่ันเหว่ียงท่ีควบคมุอณุหภูมิ ท่ี 4 ºC ความเร็วรอบ 12,000 rpm เป็นระยะเวลา 15 นาที น า
สารละลายสว่นใสท่ีได้ออกและท าการละลายตะกอนท่ีได้ด้วยสารละลาย BSA ท่ีความเข้มข้น 3% 
ใน PBS pH 7 เม่ือท าการป่ันเหว่ียงเสร็จ จงึน าสารละลายสว่นใสออกและละลายตะกอนด้วย PBS 
pH 7.4 แล้วน ามาศกึษาคณุสมบตัิด้วยการวดัคา่การดดูกลืนแสงด้วยเคร่ืองยวีู/วิสิเบิล สเปกโทรส
โคปี ท่ีคา่การดดูกลืนแสงตัง้แต ่400 ถึง 700 nm และการท า indirect ELISA จากนัน้ท าการเก็บ
สารละลายมาท่ีอณุหภมูิ 4 °C  
 
3.15 การศึกษาความเสถียรของอนุภาคทองค า 
 อนภุาคทองค าท่ีไมไ่ด้ท าการเช่ือตอ่โมโนโคลนอลและอนภุาคทองค าท่ีท าการเช่ือมตอ่กบั
โมโนโคลนอล จะถกูน ามาวดัคา่การดดูกลืนแสงตัง้แต ่400 ถึง 700 ท โดยจะท าการวดัคา่การ
ดดูกลืนแสงทกุๆ 7 วนั โดยจะท าการวนัตัง้แตว่นัท่ี 0, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49 และ วนัท่ี 56  
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3.16 การเตรียมกระดาษส าหรับการตรวจวัดบนกระดาษ  
 3.16.1 ขัน้ตอนการเตรียมกระดาษ 
  ในการทดลองนีไ้ด้ใช้วสัดกุระดาษคือ กระดาษกรองเบอร์ 1 (whatman no.1 
filter paper) โดยจะท าการตดักระดาษกว้างขนาด 21 cm และ ยาวขนาด 29.7 cm  ซึง่ขนาดของ
กระดาษนี ้มีความเหมาะสมกบัถาดใสก่ระดาษของเคร่ืองพิมพ์ส าหรับการพิมพ์ 
 3.16.2 ขัน้ตอนการออกแบบวงรอบหลุมที่ใช้ส าหรับการทดสอบ  
  ในการออกแบบและขัน้ตอนการวาดจะใช้โปรแกรมส าเร็จรูป adobe photoshop  
ส ารับการออกแบบและวาดเส้นวงกลมทีมีขนาดเส้นผ่านศนูย์กลางคือ 0.5 cm  ใช้ส าหรับป้องกนั
สารแพร่ออกรอบนอกบริเวณการทดสอบ  
 3.16.3 การพมิพ์ลายลงบนกระดาษ 
  ในการทดลองครัง้นี ้เคร่ืองพิมพ์ท่ีใช้ในการพิมพ์ลายคือ Xerox Color Qube 
8570 เน่ืองจากเคร่ืองพิมพ์รุ่นนีส้ามารถพิมพ์ออกมาในลกัษณะเป็นแว็กซ์ (wax)  โดยท่ีหวัพิมพ์
ของเคร่ืองจะมีความร้อน จึงท าให้แว็กซ์ละลายเป็นของเหลวแล้วพิมพ์ลงบนผิวหน้าของกระดาษ  
เม่ือตัง้กระดาษไว้ทิง้ท่ีอณุหภมูิห้องหมกึท่ีพิมพ์ลงบนกระดาษจะแข็งตวั  จากนัน้น ากระดาษท่ีผ่าน
การพิมพ์แล้ว มาวางบนเตาให้ความร้อน ซึ่งอณุหภูมิท่ีใช้คือ 140 °C  เป็นเวลา 40 วินาที เม่ือครบ
ตามเวลาท่ีก าหนด น ากระดาษมาวางทิง้ไว้ให้เย็นท่ีอณุหภูมิห้อง สดุท้ายก็จะได้กระดาษพร้อมใช้
ในการทดสอบ  ซึ่งกระดาษท่ีผ่านการพิมพ์ลายและให้ความร้อนแล้ว ยังคงมีคุณสมบัติเป็น
กระดาษ ซึ่งสามารถทดสอบได้ในบริเวณนี ้และ มีการป้องกันการแพร่กระจายของสารออกนอก
บริเวณทดสอบด้วยแว็กซ์ท่ีได้ท าการพิมพ์ลงบนกระดาษ 
 
3.17 การท าดอ็ตอิมมูโนโกลด์ฟิลเทรชันแอสเสย์ (Dot-immunogold filtation assay,  
       DIGFA) 
 การท าด็อตอิมมโูนโกลด์ฟิลเทรชนัแอสเสย์ หรือ DIGFA มีส่วนประกอบ 3 ส่วนดงัตอ่ไปนี ้ 
อนภุาคทองค าท่ีผ่านการเช่ือมตอ่ด้วยโมโนโคลนอลแล้ว กระดาษกรองเบอร์ 1 และวสัดสุ ารับการ
ดดูสารสว่นเกิน (absorbent pad)  
 3.17.1 การตรึงแอนตเิจนลงบนกระดาษ 
  หยด OVA ซึ่งละลายอยู่ใน PBS pH 7.4 ลงบนกระดาษในบริเวณท าการทดสอบ 
ซึ่งความเข้มข้นของแอนติเจนท่ีใช้อยู่ในระหว่าง 0.05 ng/mL ถึง 1 mg/mL หลงัจากนัน้ท าให้
แห้งหหมาด แล้วเติมสารละลายป้องกัน (blocking solution) โดยประกอบด้วย PBS pH 7.4  
BSA ความเข้มข้น 3% และ Tween-20 ท่ีความเข้มข้น 0.05% แล้ววางทิง้ไว้จนหมาด จากนัน้หยด
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สารละลายทองค าท่ีท าการเช่ือมตอ่กบัโมโนโคลนอลปริมาตร 3 µL และทิง้กระดาษให้แห้งหมาด  
จากนัน้ท าการหยด PBST เพ่ือล้างส่วนท่ีไม่สามารถจบักันระหว่าง OVA และอนุภาคทองค าท่ี
เช่ือมต่อกับโมโนโคลนอล และทิง้กระดาษไว้ให้แห้ง น ากระดาษท่ีแห้งเรียบร้อยแล้ว สแกนภาพ
ด้วยเคร่ืองสแกน หลังจากนัน้น ารูปท่ีได้ไปวัดค่า mean intensity ของกระดาษในแต่ละความ
เข้มข้นด้วยโปรแกรมส าเร็จรูป adobe photoshop 
 3.17.2 การศึกษาภาวะ Blocking และไม่ Blocking  
  ท ากระดาษให้ชุ่มด้วย PBS pH 7.4 หลงัจากนัน้หยด OVA ซึ่งละลายอยู่ใน PBS 
pH 7.4 ลงบนกระดาษในบริเวณท าการทดลอง ซึ่งความเข้มขนของ OVA ท่ีใช้คือ 0.05 µg/mL 
หลงัจากนัน้ท าวางให้แห้งหมาด จากนัน้แบ่งการทดลองเป็นสองกลุ่มคือ กลุ่มแรกจะท าการเติม
blocking solution โดยประกอบด้วย PBS pH 7.4  Tween-20 ท่ีความเข้มข้น 0.05% และ BSA 
โดยความเข้มข้นท่ีใช้คือ 1% 3% 5% และ 10% อีกกลุ่มหนึ่งไม่หยดสารละลาย blocking solution 
จากนัน้น าทัง้สองกลุ่มมาวางทิง้ไว้จนแห้งหมาด และหยดสารละลายทองค าท่ีท าการเ ช่ือมต่อกับ
โมโนโคลนอลปริมาตร 3 µL และทิง้กระดาษให้แห้งหมาด  จากนัน้ท าการหยด PBST เพ่ือล้างส่วน
ท่ีไม่สามารถจบักนัระหว่าง OVA และอนภุาคทองค าท่ีเช่ือมตอ่กบัโมโนโคลนอล และทิง้กระดาษ
ไว้ให้แห้ง น ากระดาษท่ีแห้งเรียบร้อยแล้ว มาสแกนภาพด้วยเคร่ืองสแกน หลงัจากนัน้น ารูปท่ีได้ไป
วัดค่า mean intensity ของกระดาษในแต่ละความเข้มข้นด้วยโปรแกรมส าเร็จรูป adobe 
photoshop   
 3.17.3 การศึกษาปัจจัยของการชะล้างและไม่ชะล้างของสารบนกระดาษ 
  หยด OVA ซึ่งละลายอยู่ใน PBS pH 7.4 ลงบนกระดาษในบริเวณท าการทดสอบ 
ซึ่งความเข้มข้นของ OVA ท่ีใช้คือ 0.05 µg/mL หลงัจากนัน้ท าวางแห้งหมาด แล้วท าการเติม
สารละลายป้องกนั โดยประกอบด้วย PBS pH 7.4  Tween-20 ท่ีความเข้มข้น 0.05% และ BSA 
โดยความเข้มข้นท่ีใช้คือ 3% วางทิง้ไว้จนแห้งหมาด และหยดสารละลายทองค าท่ีท าการเช่ือมต่อ
กบัโมโนโคลนอลปริมาตร 3 µL และทิง้กระดาษให้แห้งหมาด  จากนัน้การทดลองจะแบง่ออกเป็น
สองกลุ่มคือ กลุ่มแรกจะท าการหยด PBST เพ่ือล้างส่วนท่ีไม่สามารถจบักันระหว่าง OVA และ
อนภุาคทองค าท่ีเช่ือมตอ่กบัโมโนโคลนอล และทิง้กระดาษไว้ให้แห้งและอีกส่วนจะไม่ท าการหยด 
PBST  จากนัน้น ามาสแกนภาพด้วยเคร่ืองสแกน  แล้วน ารูปท่ีได้ไปวดัค่า mean intensity ของ
กระดาษในแตล่ะความเข้มข้นด้วยโปรแกรมส าเร็จรูป adobe photoshop   
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3.18 การตรวจวัด OVA ที่ปนเป้ือนในวัคซีน 
 หยดสารละลาย OVA ท่ีละลายอยู่ใน PBS pH 7.4 ท่ีมีความเข้มข้นตัง้แต ่ 0.05 ng/mL 
ถึง 1 mg/mL  เติมลงในแต่ละวคัซีน โดยวคัซีนท่ีใช้ในการทดลองครัง้นีจ้ะแบง่เป็นสองกลุ่มคือ 
กลุ่มแรกเป็นวัคซีนรวมป้องกันโรคหัด หัดเยอรมัน และคางทูม (measles, mumps, rubella 
vaccine) วัคซีนอีกกลุ่มท่ีใช้คือ วัคซีนไข้หวัดใหญ่ ท าการหยดลงบนกระดาษในบริเวณท าการ
ทดลอง หลงัจากนัน้น ามาวางให้แห้งหมาด แล้วท าการเติมสารละลายป้องกัน โดยประกอบด้วย 
PBS pH 7.4  Tween-20 ท่ีความเข้มข้น 0.05% และ BSA โดยความเข้มข้นท่ีใช้คือ 3% วางทิง้ไว้
จนแห้งหมาด และหยดสารละลายทองค าท่ีท าการเช่ือมตอ่กบัโมโนโคลนอลปริมาตร 3 µL และทิง้
กระดาษให้แห้งหมาด  จากนัน้หยด PBST และทิง้กระดาษไว้ให้แห้ง แล้วน ากระดาษมาสแกนภาพ
ด้วยเคร่ืองสแกนและน ารูปท่ีได้ไปวดัค่า mean intensity ของกระดาษในแต่ละความเข้มข้นด้วย
โปรแกรมส าเร็จรูป adobe photoshop     
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บทที่ 4 
 

ผลการทดลองและวิจารณ์การทดลอง 
 

4.1 การคัดเลือกเซลล์ไฮบริโดมาที่สามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนตบิอดีต่อ OVA โดยวิธี 
     Indirect ELISA 
 น าอาหารเลีย้งเซลล์ของเซลล์ไฮบริโดมาท่ีได้มาจากโคลนทัง้ 4 โคลน (ตารางท่ี 4.1) มา
คดักรองโดยอาศยัเทคนิค indirect ELISA เพ่ือหาโคลนท่ีสามารถผลิตแอนติบอดีได้ในปริมาณ
สงูสดุ จากผลการคดักรองพบว่า เซลล์ไฮบริโดมาโคลน OVA8 มีการผลิตแอนติบอดีในปริมาณท่ี
มากกว่าโคลนอ่ืนๆ (รูปท่ี 4.1)  จากนัน้น าอาหารเลีย้งเซลล์ไฮบริโดมาของซบัโคลนในกลุ่ม OVA8 
จ านวน 6 โคลน (ตารางท่ี 4.2) มาคดักรองโดยอาศยัเทคนิค indirect ELISA จากผลการคดักรอง
พบว่า อาหารเลีย้งเซลล์ไฮบริโดมาซลัโคลนในกลุ่มของ OVA8 มีการผลิตแอนติบอดีในปริมาณท่ี
ใกล้เคียงกนัทัง้หมด 6 โคลน  (รูปท่ี 4.2) 

 

ตาราง 4.1 แสดงรายช่ือโคลนของเซลล์ไฮบริโดมาท่ีน ามาคดักรองด้วยวิธี indirect ELISA 
 

ล าดับ รายช่ือของเซลล์ไฮบริโดมา 
1 OVA 1-1H-10A-8H 
2 OVA 2-7G-4B-4B 
3 OVA 8-7H-8F-6F 
4 OVA 9-1E-8D 
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รูปท่ี 4.1 คา่การดดูกลืนแสงท่ี 450 nm ของระดบัแอนติบอดีในอาหารเลีย้งเซลล์ของเซลล์ไฮบริโด
   มาของโคลน OVA1  OVA2 OVA8 และ OVA9 ท่ีน ามาคดักรองด้วยเทคนิค indirect  
   ELISA  

 

ตาราง 4.2 แสดงรายช่ือโคลนของเซลล์ไฮบริโดมาซบัโคลนในกลุม่ OVA 8 ท่ีน ามาคดักรองด้วยวิธี 
      indirect ELISA จ านวน 6 โคลน 
 

ล าดับ รายช่ือของเซลล์ไฮบริโดมา 
1 OVA 8 - 7H - 8F - 6F 
2 OVA 8 - 7H - 8F - 2G 
3 OVA 8 - 7H - 8F - 4H 
4 OVA 8 - 7H - 9F - 8H 
5 OVA 8 - 7H - 9F - 10F 
6 OVA 8 - 7H - 9F - 11F 
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รูปท่ี 4.2 คา่การดดูกลืนแสงท่ี 450 nm ของการคดักรองอาหารเลีย้งเซลล์ของเซลล์ไฮบริโดมาซบั
    โคลนในกลุม่ของ OVA8 จ านวน 6 โคลนด้วยเทคนิค indirect ELISA  

 

 จึงน าเซลล์ไฮบริโดมาของ OVA 8-7H-8F-4H มาเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์ RPMI 
1640 และเก็บอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีได้ท่ีอณุหภูมิ -20 ºC  น าอาหารเลีย้งเซลล์ไฮบริโดมาปริมาตร 
500 mL มาท าให้แอนติบอดีบริสทุธ์ิด้วยเทคนิค affinity chromatography ด้วยโปรตีนจีเซฟาโรส 
เน่ืองจากโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจะได้จากโคลน OVA 8-7H-8F-4H มีไอโซไทป์เป็น IgG1 ซึ่งมี
ความจ าเพาะตอ่โปรตีนจี ท าให้เกิดปฏิกิริยาจบักนัระหว่างแอนติบอดีและโปรตีนจีอย่างจ าเพาะท่ี
อยู่ในคอลมัน์  จากนัน้ชะแอนติบอดีออกจากคอลมัน์โดยใช้ไกลซีนไฮโดคลอไรด์บฟัเฟอร์ (pH 3) 
และท าการเก็บแฟรคชัน (fraction)  จากนัน้น าแต่ละแฟรคชันท่ีได้มาวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ี    
280 nm และน าแตล่ะแฟรคชนัมาตรวจสอบการมีแอนติบอดีด้วยเทคนิค indirect ELISA โดยท า
การเจือจางของแตล่ะแฟรคชนัเท่ากบั 1:100 แล้ววดัคา่การดดูกลืนแสงท่ี 450 nm (ตารางท่ี ก.1
ภาคผนวก ก) ได้ดงัรูปท่ี 4.3  ผลท่ีได้พบวา่ แฟรคชนัท่ี 8-15 มีคา่การดดูกลืนแสง ท่ี 280 และ 450 
nm สูงสอดคล้องกัน แสดงว่าเป็นช่วงท่ีแอนติบอดีถูกชะออกมาจากคอลมัน์ แตจ่ะมีช่วงของค่า
การดูดกลืนแสงสูงสุด คือ แฟรคชันท่ี 9-13 จึงน าแฟรคชันเหล่านัน้มาผสมรวมกันและน ามา
ค านวณเพ่ือหาค่าความบริสุทธ์ิของโปรตีนท่ีได้หลงัจากการท าให้บริสุทธ์ิ [Johnstone, A. และ 
Thorpe, R., 1987] ดงัสมการตอ่ไปนี ้

 

ความเข้มข้นของ Immunoglobulin =  คา่การดดูกลืนแสงท่ี 280 nm / 1.35 
เม่ือ 1.35 เป็นคา่สมัประสิทธ์ิคงท่ี (extinction coefficients) ของ Immunoglobulin 
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ดงันัน้ จากสมการจงึได้ว่า 
 ความเข้มข้นของ Immunoglobulin   = 2.9038 / 1.35 
      = 2.150 mg/mL 

เม่ือ 2.9038 เป็นคา่เฉล่ียของคา่การดดูกลืนแสงท่ี 280 nm ของแฟรคชนั 9-13 
จากนัน้น าคา่ความเข้มข้นของ Immunoglobulin มาใช้ในการค านวณหาความบริสทุธ์ิได้จาก
สมการ 

ความบริสทุธ์ิของ Immunoglobulin =  (100 x ปริมาณของ Immunoglobulin) / คา่การ 
       ดดูกลืนแสงท่ี 280 nm 

ดงันัน้จากสมการจงึได้วา่ 
 ความบริสทุธ์ิของ Immunoglobulin =  (100 x 2.150) / 2.9038 
        = 74.040 % 
 จากนัน้น าสารละลายโมโนโคลนอลแอนตบิอดีไปท าไดอะไลซิสเพ่ือขจดับฟัเฟอร์ท่ีใช้ใน
การชะแอนตบิอดีออกและท าให้แอนตบิอดีละละยอยูใ่นบฟัเฟอร์ PBS pH 7.4 
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รูปท่ี 4.3  กราฟจากการท าให้โมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลน OVA 8-7H-8F-4H บริสทุธ์ิโดย
    ใช้โปรตีนจีเซฟาโรส จากนัน้ชะแอนติบอดีออกจากคอลมัน์ด้วยไกลซีนไฮโดรคลอไรด์ 
    บฟัเฟอร์ (pH 3) โดยอตัราการไหลของการชะท่ี 1 mL/min เก็บตวัอยา่งทัง้หมด 28   
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    แฟรคชนั แฟรคชนัละ 500 µL จากนัน้น าแตล่ะแฟรคชนัมาวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ี 280 
   nm และน าไปวดัหาปริมาณแอนตบิอดีด้วย ELISA โดยวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ี 450 nm 

 
4.2 การหาปริมาณโปรตีนจากสารละลายโมโนโคลนอลแอนตบิอดีท่ีผ่านการท าให้บริสุทธ์ิ   
     ด้วยเทคนิค BCA assay 
 น าสารละลายโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีได้จากการท าให้แอนติบอดีบริสทุธ์ิและแฟรคชนั
ท่ีมีปริมาณแอนติบอดีสูงท่ีผสมรวมกันเรียบร้อยแล้ว มาหาปริมาณโปรตีนทัง้หมดโดยวิธี BCA 
assay โดยวดัค่าการดดูกลืนแสงท่ี 540 nm น าค่าท่ีได้เทียบกบัค่าความเข้มข้นมาตรฐานของ
สารละลาย BSA ท่ีมีความเข้มข้นตัง้แต ่100 ถึง 1000 µg/mL (รูปท่ี 4.4) ซึ่งได้สมการเส้นตรงของ
คา่ความเข้มข้นมาตรฐานของสารละลาย BSA คือ y= 0.5578X + 0.0094 และมีคา่ R2 เท่ากบั 
0.9947 เม่ือน าปริมาณของโมโนโคนอลแอนติบอดีท่ีได้หลงัจากการท าให้บริสุทธ์ิมาเปรียบเทียบ
กับสมการพบว่า ในแฟรคชันท่ีน ามารวมกันมีความเข้มข้นของโปรตีนเฉล่ียเท่ากับ 5,695.67 
µg/mL (ตารางท่ี ก.2 ภาคผนวก ก) 

 

 
 

รูปท่ี 4.4 กราฟมาตรฐานของ BSA ความเข้มข้นตัง้แต ่100 ถึง 1000 µg/mL 

 
 

y = 0.5578x + 0.0094 
R² = 0.9947 
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4.3 การหามวลโมเลกุลของโมโนโคลนอลแอนตบิอดีท่ีได้หลังจากการท าให้บริสุทธ์ิ 
 หามวลโมเลกุลของสารละลายโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีได้หลังจากการท าให้บริสุทธ์ิ 
โดยอาศยัเทคนิค SDS-PAGE (รูปท่ี 4.5) โดยเปรียบเทียบอตัราสว่นระหว่างระยะทางท่ีโปรตีนท่ีได้
หลงัจากการท าให้บริสทุธ์ิเคล่ือนท่ีเทียบกบัระยะทางท่ีโปรตีนมาตรฐาน (marker protein) ท่ีรู้มวล
โมเลกลุเคล่ือนท่ี  ท าให้รู้ถึงมวลโมเลกลุของหน่วยย่อยของสายพอลิเพปไทด์ของแอนติบอดี (รูปท่ี 
4.4) ซึ่งพบว่าเม่ือน าแอนติบอดีท่ีได้หลงัจากการท าให้บริสุทธ์ิข้างต้นมาวิเคราะห์ มีปรากฏแถบ
ของโปรตีนท่ีได้ลดลงเหลือเพียงสองแถบซึ่งคาดว่าประกอบด้วย แถบของโปรตีนสายยาวของ
แอนตบิอดี (heavy chain) ท่ีขนาดมวลโมเลกลุ 55 KDa และแถบของโปรตีนสายสัน้ (light chain) 
ท่ีมีขนาดมวลโมเลกุล 25 KDa แสดงว่าแอนติบอดีท่ีได้หลงัจากการท าให้บริสทุธ์ิ เป็นโปรตีนท่ีมี
มวลโมเลกุลใกล้เคียงกับแอนติบอดี รวมทัง้พบการปนเปือ้นของโปรตีนชนิดอ่ืนในแอนติบอดีท่ีได้
หลงัจากการท าให้บริสทุธ์ิน้อยมาก  

 

 
1  2 3 4    5 

 

รูปท่ี 4.5 ผลของการหามวลโมเลกลุของโมโนโคลนอลแอนตบิอดีท่ีได้หลงัจากการท าให้บริสทุธ์ิ
   ด้วยโปรตีนจีเซฟาโรสโดยน ามาวิเคราะห์ด้วยเทคนิค SDS-PAGE โดยท่ี 
   เลนท่ี 1 คือ ไมมี่ตวัอยา่ง 
   เลนท่ี 2 คือ โปรตีนมาตรฐาน (marker protein) 
   เลนท่ี 3 คือ อาหารเลีย้งเซลล์ก่อนท่ีจะผา่นคอลมัน์เพ่ือท าให้บริสทุธ์ิ 
   เลนท่ี 4 คือ สารท่ีได้จากขัน้ตอนการล้างคอลมัน์ก่อนการชะแอนติบอดี 
   เลนท่ี 5 คือ สารละลายโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีได้หลงัจากการท าให้บริสทุธ์ิ 
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4.4 การศึกษาความไวของโมโนโคลนอลแอนตบิอดีหลังจากท่ีท าให้บริสุทธ์ิ  
 จากการศกึษาหาภาวะท่ีเหมาะสมของปริมาณแอนติเจนและแอนติบอดีซึ่งวิเคราะห์ด้วย
วิธี indirect ELISA ได้ผลดงัตารางท่ี 4.3 จากผลท่ีได้ท าการเลือกความเข้มข้นท่ีให้คา่การดดูกลืน
แสงท่ี 450 nm ท่ีมีค่าใกล้เคียง 1 ท าให้ได้อัตราการเจือจางท่ีเหมาะสมของโมโนโคลนอล
แอนตบิอดี คือ 1:400 และ OVA คือ 3.906 µg/mL  

 
ตารางท่ี 4.3 การหาความเข้มข้นท่ีเหมาะสมระหวา่งโมโนโคนอลแอนติบอดีและแอนตเิจนของ  
                    OVA ท่ีใช้ในการเคลือบก้นหลมุของเพลท ELISA ด้วยวิธี indirect ELISA 

 

แอนติบอด ี
OVA (µg/mL) 

125 62.5 31.25 15.625 7.812 3.906 1.953 0.976 
1:100 3.349 3.349 3.349 3.349 2.687 1.965 1.374 0.800 
1:500 3.349 3.349 3.349 3.349 2.360 1.698 1.201 0.771 

1:1000 3.349 3.349 3.349 2.985 1.938 1.491 1.036 0.615 
1:2000 3.349 3.240 2.843 2.353 1.608 1.161 0.929 0.608 
1:4000 3.349 3.134 2.599 2.024 1.476 1.101 0.722 0.428 
1:8000 3.349 2.843 2.174 1.653 1.166 0.760 0.580 0.339 
1:16000 3.123 2.494 1.832 1.221 0.812 0.515 0.341 0.240 
1:32000 2.746 1.963 1.398 0.964 0.576 0.293 0.209 0.151 
1:64000 1.964 1.278 0.821 0.654 0.354 0.233 0.166 0.107 

1:128000 1.370 0.932 0.585 0.295 0.229 0.190 0.127 0.113 
1:256000 0.900 0.553 0.384 0.253 0.146 0.144 0.108 0.112 
1:512000 0.455 0.298 0.228 0.198 0.144 0.137 0.098 0.103 

 

 น าแอนติบอดีท่ีผ่านการท าให้บริสุทธ์ิแล้วมาท าการตรวจสอบความไวในการตรวจหา 
OVA ในรูปอิสระด้วยวิธี indirect competitive ELISA ได้ผลดงัรูปท่ี 4.6 (ตารางท่ี ก.3 ภาคผนวก 
ก) พบว่ามีคา่ IC50 อยู่ท่ี 0.9577 µg/mL และมีคา่ LOD เท่ากบั 0.079 µg/mL ซึ่งค านวณได้จาก
สมการดงัตอ่ไปนี ้

 LOD = B0-3SD 
เม่ือ B0 คือ คา่การดดูกลืนแสงจากผล ELISA ท่ีไมมี่แอนตเิจนแขง่ขนั 

      SD คือ คา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน 
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รูปท่ี 4.6 ผลความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีได้หลงัจากการท าให้บริสทุธ์ิโดยวิธี  
              indirect competitive ELISA โดยใช้ OVA ท่ีความเข้มข้น 3.90625 µg/mL เคลือบท่ีก้น 
             หลมุของเพลท ELISA และโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีได้หลงัจากการท าให้บริสทุธ์ิท่ีความ 
  เข้มข้น 1:4000 แขง่จบักบั OVA อิสระท่ีมีความเข้มข้นตัง้แต ่10-3 - 104 g/mL 
 
4.5 การศึกษาความจ าเพาะของโมโนโคนอลแอนตบิอดีหลังจากท่ีท าให้บริสุทธ์ิ 
 การศึกษาความจ าเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีได้หลังจากการท าให้บริสุทธ์ิต่อ
แอนติเจนชนิดอ่ืนท่ีสามารถพบได้ในไข่ขาว ซึ่งประกอบด้วย lysozyme ovotransferrin 
ovomucoid และ ovalbumin โดยท าการเคลือบหลมุก้นหลมุของเพลท ELISA ด้วยแอนติเจนชนิด
ต่างๆ จากนัน้ทดสอบความจ าเพาะด้วยเทคนิค indirect ELISA จากผลการทดสอบพบว่า
แอนติบอดีท่ีได้ไม่ก่อให้เกิดปฏิกิริยาตอ่ lysozyme ส่วนโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีได้หลงัจากการ
ท าให้บริสุทธ์ิสามารถท าปฏิกิริยาจบักบัแอนติเจนท่ีเคลือบท่ีก้นหลมุของเพลท ELISA ได้ 2 ชนิด
คือ ovotransferrin และ ovomucoid ท่ีความเข้มข้นมากกว่า 500 µg/mL แตค่า่การดดูกลืนแสงท่ี
ได้มีคา่น้อยกวา่เม่ือเทียบกบัคา่การดดูกลืนท่ีเกิดจากโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีได้หลงัจากการท า
ให้บริสทุธ์ิท่ีท าปฏิกิริยากบั OVA ท่ีความเข้มข้นมากกว่า 500 µg/mL (รูปท่ี 4.7) จึงสามารถสรุป
ได้วา่โมโนโคลนอลแอนตบิอดีท่ีได้หลงัจากการท าให้บริสทุธ์ิมีความจ าเพาะกบั OVA สงู   
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รูปท่ี 4.7 ผลความจ าเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีได้หลงัจากการท าให้บริสทุธ์ิโดย วิธี  
  indirect ELISA โดยใช้ lysozyme, ovotransferrin, ovomucoid, และ ovalbumin ท่ี 
  ความเข้มข้น 50,000 µg/mL ถึง 0.00005 µg/mL และโมโนโคลนอลแอนตบิอดีท่ีได้   
             หลงัจากการท าให้บริสทุธ์ิท่ีความเข้มข้น 1:4000  
 

4.6 การสังเคราะห์อนุภาคทองค าขนาดนาโนเมตร 
 อนุภาคทองค าขนาดนาโนเมตรท่ีสังเคราะห์โดยวิธีทางเคมีจากสาร chloroauric acid 
หรือ hydrogen tetrachloroaurate (III) (HAuCl4)  ซึ่งใช้เป็นสารตัง้ต้นเพ่ือท าปฏิกิริยารีดกัชนักบั
สารท่ีเป็นรีดิวซิ่ง เอเจนต์ ได้แก่ sodium citrate ในระหว่างการท าปฏิกิริยาของสารละลาย 
chloroauric acid ท่ีผสมกบั sodium citrate แล้วให้ความร้อน จะเกิดการเปล่ียนแปลงสีของ
สารละลายผสม (รูปท่ี 4.8) เม่ือสิน้สุดปฏิกิริยาจะเกิดอนุภาคทองค าขนาดนาโนเมตรท่ีอยู่ใน
สารละลายสีแดงด า (รูปท่ี 4.9)   
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รูปท่ี 4.8 การเปล่ียนแปลงสีของสารในระหวา่งการท าปฏิกิริยาของสารละลาย chloroauric acid 
   ท่ีผสมกบั sodium citrate 
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   1  2  3  4 
รูปท่ี 4.9 สีของสารละลายท่ีใช้ในการสงัเคราะห์อนภุาคทองค า โดยหมายเลข 1 คือ น า้กลัน่ ท่ีใช้
   ในการสงัเคราะห์ หมายเลข 2 คือ สาร chloroauric acid ท่ีใช้เป็นสารตัง้ต้นในการ  
    สงัเคราะห์และหมายเลข 3 คือ sodium citrate ท่ีใช้เป็นรีดิวซิ่ง เอเจนต์ และหมายเลขท่ี 
   4 คือ สารละลายอนภุาคทองค าท่ีได้หลงัจากการสงัเคราะห์ 

 
 สารละลายอนภุาคทองค าท่ีได้มีคา่ pH เท่ากบั 5 จากนัน้น าสารละลายอนภุาคทองค ามา
วดัคา่การดดูกลืนแสงด้วยเคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืนตัง้แต ่400  ถึง 700 nm จาก
รูปท่ี 4.10 พบคา่การดดูกลืนแสงสงูสดุท่ี 520 nm แล้วน าสารละลายอนภุาคทองค าไปศกึษาขนาด
ละรูปร่างด้วยเคร่ือง TEM พบว่าอนุภาคค ามีรูปร่างเป็นทรงกลมและมีเส้นผ่านศนูย์กลางของ
อนภุาคเท่ากบั 12.5 nm (รูปท่ี 4.11) โดยจากภาพพบอนภุาคทองค าขนาด 12.5 nm เป็นจ านวน 
90 อนภุาค จาก 105 อนภุาค ซึง่คดิเป็นร้อยละ 86 ของอนภุาคทัง้หมดท่ีสงัเคราะห์ได้ (รูปท่ี 4.12) 
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รูปท่ี 4.10 คา่การดดูกลืนแสงตัง้แต ่400 ถึง 700 nm ของสารละลายอนภุาคทองค าท่ี pH      
      เทา่กบั 5 
 

 
 
 

รูปท่ี 4.11 รูปร่างและขนาดของอนภุาคทองค าท่ีได้จากภาพถ่ายด้วยเทคนิค TEM 
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รูปท่ี 4.12 จ านวนของอนภุาคทองค าท่ีได้หลงัจากการศกึษาด้วยเทคนิค TEM 

 

  จากการเก็บรักษาสารละลายอนภุาคทองค าท่ีอุณหภูมิ 4 ºC เป็นเวลา 56 วนั
พบวา่ ไม่เกิดการเปล่ียนแปลงของสีของสารละลายอนภุาคทองค าและตะกอนของอนภุาคทองค า 
(รูปท่ี 4.13) นอกจากนีท้ าการวดัคา่การดดูกลืนแสงตัง้แต ่400 ถึง 700 nm ของสารละลายอนภุาค
ทองค าท่ีเก็บรักษาท่ีอณุหภูมิ 4 ºC ทกุ 7 วนัเป็นระยะเวลา  56 วนั จากรูปท่ี 4.14 พบว่า ไม่เกิด
การเปล่ียนแปลงสีของสารละลายอนภุาคทองค าและคา่การดดูกลืนแสงสงูท่ีสดุเม่ือผ่านไป 56 วนั 
โดยพบวา่คา่การดดูกลืนแสงสงูสดุอยู่ท่ี 520 nm  
 

 
                 1                      2 
รูปท่ี 4.13 สารละลายอนภุาคทองค าท่ีเก็บรักษาท่ีท่ีอณุหภูมิ 4 ºC เป็นเวลา 56 วนั หมายเลข 
     1 คือ  สารละลายอนภุาคทองค าท่ีได้หลงัจากการสงัเคราะห์ และหมายเลข 2 คือสาร 
     ละลายอนภุาคทองค าท่ีเก็บรักษาเป็นเวลา 56 วนั  
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รูปท่ี 4.14 คา่การดดูกลืนแสงตัง้แต ่400 nm ถึง 700 nm ของสารละลายอนภุาคทองค าท่ีเก็บ
     รักษาท่ีท่ีอณุหภมูิ 4 ºC ระยะเวลา 56 วนั โดยท าการวดัทกุ 7 วนั 
 
4.7 การหาภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการเช่ือมต่ออนุภาคทองค ากับแอนตบิอดี 
 4.7.1 ปัจจยัของ pH ตอ่การเช่ือมตอ่ของอนภุาคทองค ากบัแอนติบอดี 
  สารละลายอนภุาคทองค าถกูน ามาปรับ pH ให้มีคา่เท่ากบั 4 ถึง 11 หลงัจากนัน้
ท าการเติมสารละลายโมโนโคนอลแอนติบอดีลงไปในสารละลายอนภุาคทองค าท่ี pH ตา่งๆ แล้ว
ทิง้ให้เกิดปฏิกิริยา  ซึ่งผลจากการทดลองพบว่า สารละลายอนภุาคทองค าท่ี pH เท่ากบั 6 ถึง 10 
ไม่เกิดการเปล่ียนแปลงสีของอนภุาคทองค า ดงัรูปท่ี 4.15 จากนัน้น าไปวดัผลต่างระหว่างค่าการ
ดดูกลืนแสงท่ี 520 และ 580 nm (OD520 – OD580) พบวา่ ท่ีสารละลายอนภุาคทองค าท่ี pH เท่ากบั 
7 ถึง 10 ไม่เกิดการเปล่ียนแปลงของผลตา่งของคา่การดดูกลืนแสง ดงัรูปท่ี 4.16 (ตารางท่ี ก.7 
ภาคผนวก ก) ดงันัน้จงึเลือกสารละลายอนภุาคทองค าท่ี pH เท่ากบั 7 เพ่ือน ามาใช้ในการเช่ือมตอ่
กบัแอนตบิอดีเน่ืองจากท่ี pH เทา่กบั 7 เหมาะสมกบัแอนตบิอดีและไม่ก่อให้เกิดการเสียสภาพทาง
โปรตีน 
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 รูปท่ี 4.15 การเปล่ียนแปลงสีของสารละลายอนภุาคทองค าท่ี pH เทา่กบั 4 ถึง 11 ท่ีมี
      การเตมิสารละลายโมโนโคนอลแอนตบิอดีท่ีความเข้มข้นเทา่กบั 15 µg/mL 
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รูปท่ี 4.16  กราฟผลตา่งของคา่การดดูกลืนแสงท่ี 520 และ 580 nm ของสารละลายอนภุาค  
       ทองค าท่ี pH มีคา่ 4 ถึง 11 ท่ีมีการเตมิสารละลายโมโนโคนอลแอนตบิอดีท่ีความ  
                  เข้มข้นเทา่กบั 15 µg/mL 
 
 

 4.7.2 ปัจจัยของปริมาณโมโนโคลนอลแอนติบอดีกับการเช่ือมต่อกับอนุภาคทองค า
 สารละลายอนุภาคทองค าถูกน ามาปรับ pH ให้มีค่าเท่ากับ 7 หลงัจากนัน้ท าการเติม
สารละลายโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีมีความเข้มข้นเท่ากับ 0 - 30 µg/mL ลงไปในแต่ละ
สารละลายอนภุาคทองค าตัง้ไว้ให้เกิดปฏิกิริยา จากการทดลองพบว่า ความเข้มข้นของสารละลาย
โมโนโคนอลแอนติบอดีท่ีมีคา่เท่ากบั 15 - 30 µg/mL ไม่เกิดการเปล่ียนแปลงสีของอนภุาคทองค า 
(รูปท่ี 4.17) จากนัน้น าไปวดัผลตา่งคา่การดดูกลืนแสงท่ี 520 และ 580 nm (OD520 – OD580) จาก 
รูปท่ี 4.18 พบว่า ความเข้มข้นของสารละลายโมโนโคนอลแอนติบอดีท่ีมีค่าเท่ากับ 15 ถึง 30 
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µg/mL ไม่เกิดการเปล่ียนแปลง (ตารางท่ี ก.8 ภาคผนวก ก) เน่ืองจากในระหว่างการรวมตวัของ 
Au(0) จนได้เป็นอนุภาคทองค า ต้องอาศยัแรง electrostatic repulsion หรือ hydrophobic 
interaction และแรง London-van der Waals attraction ถ้ามีการเติม electrolytes อาทิเช่น 
chloride  bromide  และ iodide ลงในสารละลายอนภุาคทองค า ท าให้แรงของ electrostatic 
repulsion ลดลง ก่อให้เกิดการรวมตวัของอนุภาคทองค าแล้วตกตะกอนลงมา โดยเป็นผลให้เกิด
การเปล่ียนแปลงคา่การดดูกลืนแสงสงูสดุ โดยเปล่ียนจากเดิมท่ี 520 nm ท่ีเป็นสีแดงไปเป็น 580 
nm ท่ีเป็นสีฟ้า เรียกปรากฏการณ์นีว้่า Bathochromic shift หรือ red shift  ซึ่งสามารถป้องกนัการ
ตกตะกอนของอนุภาคทองค าท่ีมีผลจาก electrolytes ได้โดยการเช่ือมต่ออนุภาคทองค ากับ
โมเลกลุของโปรตีน อาทิเชน่ แอนตบิอดี หรือ ดีเอ็นเอ เป็นต้น  โดยปริมาณของโมเลกลุโปรตีนต้อง
เพียงพอกบัปริมาณของอนภุาคทองค า [Ye, Y., et al., 2010, Kumar, R., et al., 2010, Link, S. 
and El-Sayed, M.A. 1999] ดงันัน้จึงเลือกความเข้มข้นของแอนติบอดีท่ี 15 µg/mL ในการ
เช่ือมตอ่กบัอนภุาคทองค า 
 
 

 
         0                  5              10              15             20              25           30  (µg/mL) 

รูปท่ี 4.17 การเปล่ียนแปลงสีของสารละลายอนภุาคทองค าท่ี pH เทา่กบั 7 ท่ีมีการเติมสาร  
                ละลายโมโนโคนอลแอนติบอดีท่ีความเข้มข้นตัง้แต ่0 ถึง 30 µg/mL 
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รูปท่ี 4.18  กราฟผลตา่งคา่การดดูกลืนแสงท่ี 520 และ 580 nm ของสารละลายอนภุาคทองค าท่ี 
       pH มีคา่ 7 ท่ีมีการเตมิสารละลายโมโนโคนอลแอนติบอดีท่ีความเข้มข้นตัง้แต ่0 ถึง 
      30 µg/mL 
 
4.8 การศึกษาคุณสมบัตขิองอนุภาคทองค าที่เช่ือมต่อกับโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
 4.8.1 คา่การดดูกลืนแสงของอนภุาคทองค าท่ีเช่ือมตอ่กบัโมโนโคลนอลแอนตบิอดีตัง้แต ่
          400 ถึง 700 nm 
         อนภุาคทองค าท่ีเช่ือมตอ่กบัโมโนโคลนอลแอนติบอดี ซึ่งได้จากการเช่ือมตอ่ในภาวะ
ท่ีเหมาะสมคือ สารละลายอนภุาคทองค าปริมาณ 1 mL ท่ี pH เท่ากบั 7  และความเข้มข้นของโม
โนโคลนอลแอนติบอดีเท่ากบั 150 µg/mL ซึ่งจะเกิดการเปล่ียนสีแล้วได้สารละลายอนภุาคทองค า
ท่ีมีสีม่วง (รูปท่ี 4.19) จากนัน้น าไปวัดค่าการดดูกลืนแสงตัง้แต่ 400 ถึง 700 nm พบว่าเม่ือ
สารละลายอนุภาคทองค าเ ช่ือมต่อกับโมโนโคลนอลแอนติบอดี แล้วค่าการดูดกลืนแสง
เปล่ียนแปลงจาก 520 nm เป็น 530 nm เม่ือเทียบกบัคา่การดดูกลืนแสงก่อนการเช่ือมตอ่กบัโมโน
โคลนอลแอนตบิอดี (รูปท่ี 4,20)  
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           1              2 
รูปท่ี 4.19 สีของสารละลายอนภุาคทองค าก่อนการเช่ือมตอ่กบัแอนติบอดีในหมายเลขท่ี 1 ซึ่งเป็น
     สีแดงด าและสารละลายอนภุาคทองค าหลงัการเช่ือมตอ่กบัแอนติบอดีในหมายเลขท่ี 2 
     ซึง่เป็นสีมว่ง 
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รูปท่ี 4.20 คา่การดดูกลืนแสงตัง้แต ่400 ถึง 700 nm ของสารละลายอนภุาคทองค าก่อนการ  
     เช่ือมตอ่กบัโมโนโคลนอลแอนติบอดี และหลงัการเช่ือมตอ่กบัโมโนโคลนอลแอนติบอดี  
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  4.8.2 ค่าการดูดกลืนแสงของอนุภาคทองค าท่ีเช่ือมต่อกับโมโนโคลนอล
แอนตบิอดีด้วยวิธี indirect ELISA 
  ในการตรวจสอบการเช่ือมต่อระหว่างสารละลายอนภุาคทองค ากับโมโนโคนอล
แอนติบอดีได้อาศยัวิธี indirect ELISA โดยท าการเปรียบเทียบระหว่างโมโนโคลนอลแอนติบอดี
อิสระกบั โมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีเช่ือมตอ่กบันภุาคทองค า จากรูปท่ี 4.21 พบว่า โมโนโคลนอล
แอนตบิอดีสามารถเช่ือมตอ่กบัอนภุาคทองค าได้โดยไม่บดบงัต าแหน่งท่ีจบักบัแอนติเจนของ OVA 
ท่ีเคลือบท่ีก้นเพลท ELISA นอกจากนีค้า่การดดูกลืนแสงของสารละลายโมโนโคนอลแอนติบอดี
เช่ือมต่อกับอนุภาคทองค า มีค่าใกล้เคียงกับค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายโมโนโคนอล
แอนตบิอดีอิสระท่ี 450 nm (ตารางท่ี ก.9 ภาคผนวก ก) 
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รูปท่ี 4.21 คา่การดดูกลืนแสงของสารละลายอนภุาคทองค าท่ีเช่ือมตอ่กบัโมโนโคนอลแอนติบอดี
      เทียบกบัสารละลายโมโนโคลนอลแอนตบิอดีอิสระโดยวิธี indirect ELISA ท่ี 450 nm  
 
  4.8.3 ความเสถียรของสารละลายอนภุาคทองค าหลงัจากเช่ือมตอ่กบัโมโนโคนอล
          แอนตบิอดี 
  เทคนิคของ indirect ELISA และคา่การดดูกลืนแสงตัง้แต ่400 ถึง 700 nm ถกู
น ามาศึกษาความเสถียรของสารละลายอนุภาคทองค าท่ีเช่ือมต่อกับโมโนโคนอลแอนติบอดีเม่ือ
ผ่านไป 56 วนั  โดยรูปท่ี 4.22 เป็นผลท่ีได้จากการวดัคา่การดดูกลืนแสงตัง้แต ่400 ถึง 700 nm 
ของสารละลายอนภุาคทองค าท่ีเช่ือมตอ่กบัโมโนโคนอลแอนติบอดี โดยเก็บรักษาท่ีอณุหภูมิ 4 ºC 
ทกุ 7 วนัเป็นระยะเวลา 56 วนั ผลท่ีได้พบว่าไม่เกิดการเปล่ียนแปลงของสีของสารละลายอนภุาค
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ทองค าท่ีเช่ือมตอ่กบัโมโนโคนอลแอนติบอดีและพบค่าการดดูกลืนแสงสงูสดุท่ี 530 nm เม่ือผ่าน
ไป 56 วนั นอกจากนีรู้ปท่ี 4.23 เป็นผลท่ีได้จากการทดลองของ indirect ELISA พบว่า สารละลาย
อนภุาคทองค าท่ีเช่ือมตอ่กับโมโนโคนอลแอนติบอดีท่ีเก็บรักษาท่ีอณุหภูมิ 4 ºC เกิดการสญูเสีย
ของ immunoreactivity น้อยกว่าการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 37 ºC  (ตารางท่ี ก.10 ภาคผนวก ก)  
เน่ืองจากการเก็บรักษาท่ีอณุหภูมิ 4 ºC สามารถลดความเสียหายและการสลายตวัของโปรตีนได้
ดีกวา่การเก็บรักษาท่ี 37 ºC  
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รูปท่ี 4.22 คา่การดดูกลืนแสงตัง้แต ่400 ถึง 700 nm ของสารละลายอนภุาคทองค าท่ีเช่ือมตอ่กบั
     โมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีเก็บรักษาท่ีท่ีอณุหภมูิ 4 ºC ระยะเวลา 56 วนั โดยท าการวดั
     ทกุ 7 วนั  

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

สารละลายอนภุาคทองค าทีเ่ช่ือมตอ่กับโมโนโคล

นอลแอนตบิอดทีีเ่ก็บรักษาทีท่ีอุ่ณหภมิู 37C

สารละลายอนภุาคทองค าทีเ่ช่ือมตอ่กับโมโนโคล

นอลแอนตบิอดทีีเ่ก็บรักษาทีท่ีอุ่ณหภมิู 4C

0 7 14 21 28 35 42 49 56

วัน

im
m

un
or

ea
ct

ivi
ty 

(%
)

 รูปท่ี 4.23 ความเสถียรของสารละลายอนภุาคทองค าท่ีเช่ือมตอ่กบัโมโนโคนอลแอนตบิอดีท่ีเก็บ
      รักษาท่ีอณุหภมูิ 4 ºCและ 37  ºC ด้วยเทคนิค indirect ELISA เป็นระยะเวลา 56 วนั 
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4.9 การตรวจวัดบนกระดาษโดยอาศัยหลักการ direct ELISA 
 4.9.1 การตรึงแอนตเิจน (OVA) บนกระดาษ 
  การตรวจวดั OVA ท่ีความเข้มข้นของ OVA ตัง้แต ่0.05 ถึง 1000 µg/mL ท่ีอาศยั
หลักการของ DIGFA โดยตรวจวัด OVA ท่ีตรึงบนกระดาษด้วยสารละลายโมโนโคลนอล
แอนติบอดีท่ีเช่ือมต่อกับอนุภาคทองค า พบว่าเม่ือหยดสารละลายโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ี
เช่ือมตอ่กบัอนภุาคทองค าลงบนกระดาษท่ีมี OVA จะเกิดการเปล่ียนแปลงจากไม่มีสีเป็นสีแดง ซึ่ง
สามารถเห็นด้วยตาเปล่า จากรูปท่ี 4.24 พบว่า ความเข้มข้นของ OVA ท่ี 0.5 µg/mL เป็นความ
เข้มข้นน้อยท่ีสดุท่ีสามารถเห็นด้วยตาเปล่า จากนัน้น ารูปท่ีได้ไปสแกนเพ่ือวดัคา่ mean intensity 
(ตารางท่ี ก.11 ภาคผนวก ก) ด้วยโปรแกรมส าเร็จรูป adobe photoshop  แล้วน าคา่ mean 
intensity มาเขียนกราฟดงัรูปท่ี 4.25 ได้สมการเส้นตรงของความสมัพนัธ์ของคา่ mean intensity 
และลอการิทมึของความเข้มข้นของ OVA คือ y = -29.853x + 179.96 และคา่ R² = 0.9746 

   
   

  1000 µg/mL   5 µg/mL 
 

   
  500 µg/mL    1 µg/mL 
  
   
  100 µg /mL    0.5 µg/mL 
 

   

  50 µg/mL    0.1 µg/mL 
 

   
  10 µg/mL    0.05 µg/mL 
 
 
รูปท่ี 4.24 การวิเคราะห์ปริมาณ OVA ท่ีตรึงบนกระดาษท่ีความเข้มข้นของ OVA ตัง้แตค่วาม   
     เข้มข้น 0.05 ถึง  1000 µg/mL ด้วยโมโนโคลนอลแอนตบิอดีท่ีเช่ือมตอ่กบัอนภุาค 
     ทองค า  
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รูปท่ี 4.25 ความสมัพนัธ์ของคา่ mean intensity และลอการิทมึของความเข้มข้นของ OVA ตัง้แต ่
     0.05 µg/mL ถึง  1000 µg/mL 
 
 4.9.2 การศกึษาสภาวะ Blocking และไม ่Blocking 
  ขัน้ตอนของการป้องกันการจบักันอย่างไม่จ าเพาะของ OVA กับโมโนโคลนอล
แอนติบอดีท่ีเช่ือมตอ่กับอนภุาคทองค า จดัเป็นขัน้ตอนท่ีมีความส าคญักบัการทดลอง จากรูปท่ี 
4.26 เป็นผลท่ีได้จากการไม่หยด blocking solutionและการหยด blocking solution โดยการหยด
สารละลาย BSA ท่ีความเข้มข้นร้อยละ 3 ลงบนบริเวณท าการทดลอง ทิง้ให้แห้งหมาดและ
หลงัจากนัน้หยดสารละลายอนภุาคทองค าท่ีเช่ือมต่อกับโมโนโคลนอลแอนติบอดี แล้วจากนัน้ทิง้
ให้เกิดปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 37 ºC โดยพบว่า ในบริเวณท าการทดลองท่ีมีการหยด blocking 
solution จะช่วยป้องกันการจับอย่างไม่จ าเพาะระหว่าง OVA กับโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ี
เช่ือมตอ่กบัอนภุาคทองค า ท าให้ได้ความเข้มของสีท่ีถกูต้องตามความเป็นจริง หลงัจากนัน้ท าการ
ทดลองความเข้มข้นของ BSA ตัง้แต่ร้อยละ 0 ถึง 10  จากรูปท่ี 4.27 พบว่า ท่ีความเข้มข้นของ 
BSA ท่ีร้อยละ 3 ถึง 10 สีของบริเวณทดสอบไม่เกิดความแตกตา่ง ดงันัน้จึงเลือกความเข้มข้นของ 
BSA ท่ีร้อยละ 3 เป็น blocking solution นอกจากนีผ้ลท่ีได้ยงัสอดคล้องกบัคา่ mean intensity ท่ี
วดัได้ จากรูปท่ี 4.28พบว่า ท่ีความเข้มข้นของ BSA ท่ีร้อยละ 3 ถึง 10 คา่ mean intensity ไม่เกิด
ความแตกตา่ง (ตารางท่ี ก.12 ภาคผนวก ก) 
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       ไมห่ยด Blocking solution      หยด Blocking solution 
 
 

 
 
รูปท่ี 4.26 การป้องกนัและไมป้่องกนับริเวณทดสอบด้วย blocking solution ท่ีความเข้มข้นของ 
     BSA ร้อยละ 3 
 

   

  0% BSA 

 

   
 

  1% BSA 
 

 

   

 
  3% BSA 

 

   

 

  5% BSA 

 

 

 

  10% BSA 

 
 
รูปท่ี 4.27 สารละลาย BSA ท่ีความเข้มข้นตัง้แตร้่อยละ 0 ถึง 10 ท่ีใช้เป็น blocking solution  
 
 4.9.3 การศึกษาปัจจัยของการชะล้างของสารบนกระดาษ  
  ขัน้ตอนของการชะล้างสารบนกระดาษ เพ่ือชะล้างส่วนเกินของ OVA กับโมโน
โคลนอลแอนติบอดีท่ีเช่ือมต่อกับอนุภาคทองค า จดัเป็นขัน้ตอนท่ีมีความส าคญักับการทดลอง 
จากรูปท่ี 4.29 เป็นผลท่ีได้จากการไมช่ะล้างและชะล้างของสารบนกระดาษ โดยการหยด PBST ท่ี
ผสมระหว่าง PBS pH 7.4  และ Tween-20 ท่ีความเข้มข้น 0.05%  ลงบนบริเวณท าการทดลอง 
ทิง้ให้แห้งหมาด โดยพบว่า ในบริเวณท าการทดลองท่ีมีการชะล้าง จะช่วยชะล้างส่วนเกินของ 
OVA และโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีเช่ือมตอ่กบัอนภุาคทองค า ปริมาณของการชะล้างท่ี 40 µL ก็
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เพียงพอตอ่การชะล้างส่วนเกินออกซึ่งสอดคล้องกบัคา่ mean intensity ท่ีได้จากรูปท่ี 4.30 ท าให้
ได้ความเข้มของสีท่ีถกูต้องตามความเป็นจริง หลงัจากนัน้ท าการทดลองความเข้มข้นของ Tween-
20 ท่ีความเข้มข้นตัง้แตร้่อยละ 0 ถึง 10  แตพ่บวา่ ท่ีความเข้มข้นของ Tween-20  ท่ีร้อยละ 0.1 ถึง 
10 (รูปท่ี 4.31) สีของบริเวณทดสอบไมเ่กิดความแตกตา่ง ดงันัน้จึงเลือกความเข้มข้นของ Tween-
20  ท่ีร้อยละ 0.1 ซึ่งเป็นความเข้มข้นน้อยท่ีสดุและเพียงพอต่อการชะล้างสารบนกระดาษ โดย
สามารถเห็นด้วยตาเปล่า นอกจากนีผ้ลท่ีได้ยงัสอดคล้องกบัคา่ mean intensity ท่ีวดัได้จากรูปท่ี 
4.32  
 
       ไมช่ะล้าง     ชะล้าง 
        
       2.5 µL    
   
        

       5.0 µL     
        

        
       10 µL    
  

        

       20 µL    
  

        

       40 µL    
   

        

       80 µL    
        

        

       100 µL    
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รูปท่ี 4.28 การชะล้างและไมช่ะล้างของสารบนกระดาษด้วย PBST ท่ีผสมระหวา่ง PBS pH 7.4  
     และ Tween-20 ท่ีความเข้มข้น 0.05%  ลงบนบริเวณท าการทดลอง 

 
 

       0% Tween-20 
        

        

 

       0.05% Tween-20 
        

        

 

       0.1% Tween-20 
      

        
 

       0.2% Tween-20 
      

        

        

       0.4% Tween-20 
      

        

 

       0.8% Tween-20 
      
        

      

       1.0% Tween-20 
 

 
 
 
 รูปท่ี 4.29 ความเข้มสีท่ีได้จากการใช้ Tween-20 ความเข้มข้นตัง้แตร้่อยละ 0.1 ถึง 10 
      โดยใช้ PBS pH 7.4 เป็นตวัท าละลายเพ่ือใช้ในการชะล้าง 
 

4.10 การตรวจวัด OVA ที่ปนเป้ือนในวัคซีน 
 เทคนิค DIGFA ถูกน ามาตรวจวดั OVA ท่ีปนเปือ้นในวคัซีนตวัอย่าง วคัซีนท่ีใช้ในการ
ทดลองครัง้นีจ้ะแบ่งเป็นสองกลุ่มคือ กลุ่มแรกเป็นวคัซีนรวมป้องกันโรคหดั หดัเยอรมนั และคาง
ทมู (measles, mumps, rubella vaccine) วคัซีนอีกกลุ่มท่ีใช้คือ วคัซีนไข้หวดัใหญ่ (influenza)  
โดยท าการผสม OVA ท่ีความเข้มข้นตัง้แต ่0.05 ถึง 1000 µg/mL ลงในวคัซีนตวัอย่าง แล้วท าการ
ตรึงบนกระดาษและใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีเช่ือมตอ่กับอนภุาคทองค าเป็นตวัตรวจวดั OVA 
ผลจากการเกิดปฏิกิริยาจะปรากฏสีแดงบนกระดาษและสามารถเห็นด้วยตาเปล่า จากรูปท่ี 4.33 
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และ 4.34 พบว่า ความเข้มข้นของ OVA ท่ี 0.5 µg/mL เป็นความเข้มข้นท่ีน้อยท่ีสดุท่ีปรากฏสีแดง
บนกระดาษและสามารถเห็นด้วยตาเปล่าในวคัซีนทัง้สองชนิด จากนัน้น ารูปท่ีได้ไปสแกนเพ่ือวดั
ค่า mean intensity ของวัคซีนรวมป้องกันโรคหัด หัดเยอรมัน และคางทูม (ตารางท่ี ก.12 
ภาคผนวก ก) และวคัซีนไข้หวดัใหญ่ (ตารางท่ี ก.13 ภาคผนวก ก) ด้วยโปรแกรมส าเร็จรูป adobe 
photoshop  แล้วพลอตกราฟความสมัพนัธ์ระหวา่ง mean intensity ท่ีได้กบัล็อกกาลิทึมของความ
เข้มข้นของ OVA ดงัรูปท่ี 4.35 และ 4.36 ได้สมการเส้นตรงของความสัมพันธ์ของค่า mean 
intensity และลอการิทึมของความเข้มข้นของ OVA ท่ีผสมในวคัซีนรวมป้องกนัโรคหดั หดัเยอรมนั 
และคางทูมคือ  y = -18.053x + 199.77 และค่า R2 = 0.9902 และสมการเส้นตรงของ
ความสมัพนัธ์ของคา่ mean intensity และลอการิทึมของความเข้มข้นของ OVA ท่ีผสมในวคัซีน
ไข้หวดัใหญ่คือ y = -18.878x + 197.26 และ R2 = 0.9791 
 
 
  1000 µg/mL     5 µg/mL 
 

  
 
  500 µg/mL     1 µg/mL 
 
   

 
  100 µg /mL     0.5 µg/mL 
 
 
  50 µg/mL     0.1 µg/mL 
 
   

   

  10 µg/mL     0.05 µg/mL 
 

 
รูปท่ี 4.30 ความเข้มสีท่ีได้จากการตรวจวดั OVA ท่ีความตัง้แตค่วามเข้มข้น 0.05 ถึง  1000  
      µg/mL ท่ีผสมลงในวคัซีนรวมป้องกนัโรคหดั หดัเยอรมนั และคางทมู แล้วตรึงบน 
      กระดาษด้วยโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีเช่ือมตอ่กบัอนภุาคทองค า 
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รูปท่ี 4.31 ความสมัพนัธ์ระหวา่ง mean intensity กบัความเข้มข้น OVA ตัง้แตค่วามเข้มข้น 0.05  
     - 1000 µg/mL ท่ีผสมลงในวคัซีนรวมป้องกนัโรคหดั หดัเยอรมนั และคางทมู 
 
 

  1000 µg/mL     5 µg/mL 
 

   
  500 µg/mL     1 µg/mL 
 
   

 
  100 µg /mL     0.5 µg/mL 
    

    
  50 µg/mL     0.1 µg/mL 
    

    
  10 µg/mL     0.05 µg/mL 
 

 
รูปท่ี 4.32 ความเข้มสีท่ีได้จากการตรวจวดั OVA ท่ีความตัง้แตค่วามเข้มข้น 0.05 ถึง 1000  
      µg/mL ท่ีผสมลงในวคัซีนไข้หวดัใหญ่ แล้วตรึงบนกระดาษด้วยโมโนโคลนอล 
      แอนตบิอดีท่ีเช่ือมตอ่กบัอนภุาคทองค า 
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รูปท่ี 4.33 ความสมัพนัธ์ระหวา่ง mean intensity กบัความเข้มข้น OVA ตัง้แตค่วามเข้มข้น 0.05  
     -  ถึง 1000 µg/mL ท่ีผสมลงในวคัซีนไข้หวดัใหญ่ 
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บทที่ 5 
 

สรุปผลการวจิยัและข้อเสนอแนะ 
 

สรุปผลการวิจัย 
 อาหารเลีย้งเซลล์ของไฮบริโดมา OVA1 OVA2 OVA8 และ OVA9 ท่ีได้ผ่านการคดักรอง
ด้วยเทคนิค indirect ELISA พบวา่ OVA8 มีปริมาณของโมโนโคลนอลแอนติบอดีสงูท่ีสดุเม่ือเทียบ
กบั OVA1 OVA2 และ OVA9 ดงันัน้จึงน าอาหารเลีย้งเซลล์ไฮบริโดมาในกลุ่มของ OVA8 ทัง้หมด 
6 โคลน มาท าการคดักรองด้วย indirect  ELISA พบว่า OVA8 ทัง้ 6 โคลน สามารถผลิตและมี
ปริมาณของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีใกล้เคียงกนั จึงน าโคลนของ OVA 8-7H-8F-4H มาท าการ
เพาะเลีย้งในอาหาร RPMI 1640 ท่ีท าการเตมิกลโูคสท่ีความเข้มข้น 1 g/mL เพ่ือเพิ่มปริมาณเซลล์
ไฮบริโดมาและเพ่ือให้ได้ปริมาณของโมโนโคลนอลแอนติบอดีมากขึน้ จากนัน้ท าการเก็บอาหาร
เลีย้งเซลล์ท่ีได้ท่ี -20 ºC เม่ือปริมาณของอาหารเลีย้งเซลล์มีปริมาณมากพอ น าอาหารเลีย้งเซลล์ท่ี
ได้มาท าให้โมโนโคลนอลแอนติบอดีบริสทุธ์ิด้วยโปรตีนจี จากนัน้น าสารละลายในแต่ละส่วนท่ีได้
ท าการเก็บจากการท าให้บริสทุธ์ิมาคดักรองด้วย indirect ELISA เม่ือทราบว่าสารละลายส่วนใดท่ี
มีโมโนโคลนอลแอนติบอดี น าแตล่ะส่วนของสารละลายท่ีมีโมโนโคลนอลแอนติบอดีในปริมาณสงู
มาผสมรวมกัน จนได้สารละลายโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีมีความบริสุทธ์ิ หลังจากนัน้น า
สารละลายโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีได้มาท าเทคนิค SDS-PAGE โดยผลของ SDS-PAGE พบว่า 
มีแถบ 2 แถบ คือ ท่ี 25 KDa และ 55 KDa จึงสรุปได้ว่าสารละลายดงักล่าวเป็นโมโนโคลนอล
แอนตบิอดีเพราะมีความสมัพนัธ์กบัขนาดของโปรตีนท่ีประกอบอยู่ในโครงสร้างของโมโนโคลนอล
แอนติบอดี นอกจากนีผ้ลของการท า BCA assay จากสารละลายโมโนโคลนอลแอนติบอดี พบว่า
มีปริมาณโปรตีนทัง้หมด 5,695.67 µg/mL และผลจากกการท า indirect competitive ELISA 
พบว่า มี IC50 คือ 0.9577 µg/mL และ LOD คือ 0.079 µg/mL นอกจากนีผ้ลการท า cross-
reaction ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีพบว่า โมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีได้จากการท าให้บริสุทธ์ิ
สามารถจบักับแอนติเจนของ ovomucoid และ ovotransferrin โดยสามารถตรวจพบท่ีความ
เข้มข้นมากกว่า 500  µg/mL แตค่า่ของ cross-reaction ของ ovomucoid และ ovotransferrin มี
คา่น้อยกว่ามาก เม่ือเทียบกับแอนติเจนของ OVA จึงสรุปได้ว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีได้ผ่าน
การท าให้บริสทุธ์ินัน้ มีความจ าเพาะเจาะจงตอ่ OVA  
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 อนภุาคทองค าท่ีสงัเคราะห์ได้จากปฏิกิริยาของกรดคลอโรริคกบัโซเดียมซิเตรท โดยจะได้
สารละลายอนภุาคทองค าเป็นสีแดงด า มี pH เทา่กบั 5 จากนัน้เม่ือน าสารละลายท่ีได้มาวดัคา่การ
ดดูกลืนแสง พบว่ามีค่าการดดูกลืนแสงสูงท่ีสดุท่ี 520 nm และตรวจวดัด้วย TEM มีขนาดของ
อนภุาคโดยเฉล่ียคือ 12.5 nm ท าการปรับ pH ของสารละลายอนภุาคทองค าจนมี pH เท่ากบั 7 
แล้ว จึงน ามาวดัคา่การดดูกลืนแสง พบว่ามีคา่การดดูกลืนแสงสงูสดุท่ี 520 nm เช่นเดียวกบัก่อน
การปรับ pH ส่วนในการเก็บรักษาสารละลายอนภุาคทองค าควรเก็บรักษาท่ี 4 ºC เน่ืองจากไม่พบ
การตกตะกอนและสีของสารละลายไมเ่ปล่ียนไปจากเดิม แม้ในวนัท่ี 56 ของการเก็บรักษา ก็ยงัพบ
คา่การดดูกลืนแสงสงูสดุท่ี 520 nm และไมพ่บการเปล่ียนแปลง 
 อนภุาคทองค าท่ีได้ท าการเช่ือมต่อกบัโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีมีความจ าเพาะตอ่ OVA 
โดยต้องมีภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการเช่ือมต่อ ซึ่งปัจจัยท่ีมีผลในการเช่ือมต่อคือ pH ของ
สารละลายอนภุาคทองค าและความเข้มข้นของสารละลายโมโนโคลนอลแอนติบอดี ซึ่งปัจจยัท่ีมี
ผลตอ่การทดลองคือ pH ตัง้แต ่pH 4 ถึง 11 โดยพบว่า pH 7 จนถึง pH 10 สีของสารละลาย
อนุภาคทองค าไม่มีการเปล่ียนแปลง เน่ืองจาก pH เท่ากับ 7 มีสภาวะเป็นกลางท าให้อนุภาค
ทองค ามีความเหมาะสมในการจบักับโมโนโคลนอลแอนติบอดี ซึ่งสามารถเห็นผลได้ด้วยตาเปล่า
และการวดัผลตา่งของคา่การดดูกลืนแสงท่ี 520 และ 580 nm (OD 520 nm – OD 580 nm) นอกจากนี ้
ได้ศึกษาผลของความเข้มข้นของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีเหมาะสมต่อการเช่ือมตอ่กับอนุภาค
ทองค า พบว่าท่ีความเข้มข้นของโมโนโคลนอลแอนติบอดีเป็น 15 µg/mL เป็นความเข้มข้นท่ีน้อย
สุดท่ีสามารถป้องกันการเกิดการตกตะกอนของอนุภาคทองค าได้ โดยสามารถเห็นผลได้ด้วยตา
เปลา่และการวดัผลตา่งคา่การดดูกลืนแสง (OD 520 nm – OD 580 nm)  หลงัจากนัน้น าสารละลายของ
อนุภาคทองค าท่ีเช่ือมต่อกับโมโนโคลนอลแอนติบอดีมาวัดค่าการดูดกลืนแสง พบว่ามีค่าการ
ดดูกลืนแสงสูงสุดท่ี 530 nm ซึ่งตา่งไปจากก่อนการเช่ือมต่อกับโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีพบท่ี 
520 nm นอกจากนีท้ าการศึกษาความเสถียรของอนุภาคทองค าท่ีเช่ือมต่อกับโมโนโคลนอล
แอนตบิอดี พบวา่อณุหภมูิท่ีเหมาะสมคือ 4 ºC  
 ในการพฒันาเทคนิค DIGFA ร่วมกบัเทคนิค optical detection ซึ่งเป็นการวดัความเข้ม
ของสี (mean intensity) โดยเทคนิคท่ีพฒันาขึน้นีเ้ป็นเทคนิคท่ีง่ายและมีความรวดเร็วในการ
ตรวจวดัการปนเปือ้นของ OVA โดยอาศยัการจบักนัอย่างจ าเพาะของแอนติเจนและโมโนโคลนอล
แอนติบอดีท่ีเช่ือมต่อกับอนุภาคทองค า จึงท าให้เห็นสีท่ีเกิดขึน้บนกระดาษด้วยตาเปล่าภายใน
ระยะเวลา 15 นาที ความเข้มข้นน้อยสุดท่ีอนภุาคทองค าท่ีเช่ือมต่อกับโมโนโคลนอลแอนติบอดี
สามารถจบักบั OVA บนกระดาษในการทดลองท่ีได้คือ 0.5 µg/mL นอกจากนีไ้ด้ท าการศกึษา
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ปัจจยัในการใช้ blocking solution (BSA) ซึ่งเป็นส่วนส าคญัไม่ให้เกิดการจบักนัอย่างไม่จ าเพาะ 
โดยความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของ BSA คือ 3% ในส่วนของปัจจยัของการชะล้างบริเวณทดสอบท่ี
อยู่บนกระดาษ ปริมาตรท่ีเพียงพอตอ่การชะล้างคือ 40 µL ส าหรับหนึ่งหลมุท่ีทดสอบ และความ
เข้มข้นของสารลดแรงตงึผิว (Tween-20) ท่ีเหมาะสมคือ 0.1% น าภาวะท่ีเหมาะสมดงักล่าวมา
ทดสอบกบัการปนเปือ้นของ OVA ท่ีเติมลงในวคัซีนของ MMR และวคัซีนไข้หวดัใหญ่ โดยความ
เข้มข้นของ OVA ท่ีเติมลงไปตัง้แต่ 0.05 ng/m - 1 mg/mL โดยผลท่ีได้จากการวิเคราะห์ด้วย
เทคนิค DIGFA พบวา่ ความเข้มข้นของ OVA น้อยสดุของอนภุาคทองค าท่ีเช่ือมตอ่กบัโมโนโคนอล
แอนตบิอดีเทา่กบั 0.5 µg/mL ในวคัซีนทัง้สองชนิด  
 
ข้อเสนอแนะ 
 การพฒันาและปรับปรุงโดยการใช้โมโนโคลนอลแอนตบิอดีท่ีมีไวสงูกว่าท่ีใช้ในการทดลอง
นีอ้าจท าให้อนุภาคทองค าท่ีเช่ือมตอ่กับโมโนโคลนอลแอนติบอดีสามารถจบักบั OVA ได้ท่ีความ
เข้มข้นท่ีน้อยกว่า 0.5 µg/mL รวมทัง้การพฒันารูปแบบจาก indirect ELISA เป็น sandwich 
ELISA อาจท าให้มีความจ าเพาะในการจบักนัของแอนติเจนและอนภุาคทองค าท่ีเช่ือมต่อกบัโมโน
โคลนอลแอนติบอดีมากขึน้ ท าให้ผลท่ีได้จากการวิเคราะห์มีค่าความถูกต้อง แม่นย า และ 
เท่ียงตรงมากขึน้ 
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ภาคผนวก ก 
 
ตารางท่ี ก.1 ระดบัของแอนตบิอดีในอาหารเลีย้งเซลล์ของ hybridoma cell ของ OVA1  OVA2 
        OVA8 และ OVA9 ท่ีน ามาคดักรองด้วยเทคนิค indirect ELISA ท่ีคา่การดดูกลืนแสง 
        450 nm 
 

การเจือจาง OVA 1 OVA 2 OVA 8 OVA 9 Positive control Nagative control 

1:5 0.1963 0.1796 0.5900 0.0630 1.3320 0.0530 

1:10 0.2060 0.2053 0.4566 0.0613 0.7960 0.0590 

1:20 0.2093 0.2060 0.4143 0.0633 0.4945 0.0645 

1:40 0.2236 0.2123 0.3946 0.0610 0.2840 0.0625 

1:80 0.2063 0.2096 0.3346 0.0600 0.1595 0.0695 

1:160 0.1693 0.1873 0.2100 0.0550 0.0945 0.0590 
 

ตารางท่ี ก.2 การคดักรองในอาหารเลีย้งเซลล์ของ hybridoma cell ในกลุม่ของ OVA8 จ านวน 6  
                    โคลนด้วยเทคนิค indirect ELISA ท่ีคา่การดดูกลืนแสง 450 nm 
การเจือจาง 

OVA 8-1 OVA 8-2 OVA 8-3 OVA 8-4 OVA 8-5 OVA 8-6 
Positive 
control 

Nagative 
control 

1:5 0.8145 0.8336 0.8686 0.8430 0.8780 0.8674 1.4520 0.0432 

1:10 0.6800 0.6853 0.6690 0.6490 0.6556 0.6790 0.8060 0.0531 

1:20 0.5620 0.5636 0.5750 0.5686 0.5440 0.5723 0.5032 0.0578 

1:40 0.3323 0.3673 0.4050 0.4043 0.3650 0.3613 0.2967 0.0563 

1:80 0.1816 0.2066 0.2143 0.2166 0.1896 0.2190 0.1705 0.0575 

1:160 0.1130 0.1326 0.1263 0.1320 0.1130 0.1380 0.0995 0.0590 
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ตารางท่ี ก.3 คา่การดดูกลืนแสงของโปรตีนท่ี 280 nm และคา่การดดูกลืนแสงจากการท า  
         indirect ELISA ท่ี 450 nm 

หมายเลขของ fraction ค่าการดูดกลืนแสง 
ที่ 280 nm 

ค่าการดูดกลืนแสง 
ที่ 450 nm 

1 0.074 0.069 
2 0.082 0.057 
3 0.079 0.048 
4 0.080 0.087 
5 0.078 0.089 
6 0.092 0.099 
7 0.229 0.169 
8 1.065 0.768 
9 2.702 2.002 
10 3.075 2.164 
11 3.127 2.220 
12 3.062 2.190 
13 2.553 1.895 
14 1.355 1.006 
15 0.838 0.666 
16 0.559 0.449 
17 0.391 0.298 
18 0.327 0.249 
19 0.243 0.181 
20 0.206 0.160 
21 0.168 0.127 
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หมายเลขของ fraction ค่าการดูดกลืนแสง 
ที่ 280 nm 

ค่าการดูดกลืนแสง 
ที่ 450 nm 

22 0.141 0.108 
23 0.127 0.097 
24 0.114 0.084 
25 0.110 0.080 
26 0.105 0.077 
27 0.098 0.071 
28 0.094 0.070 
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ตารางท่ี ก.4 การหาปริมาณโปรตีนของสารละลาย BSA และโมโนโคลนอลแอนตบิอดีด้วยวิธี 
          BCA assay 
 
 

 

ความเข้มข้น 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 540 nm ค่าเฉล่ีย
ของการ
ดูดกลืน
แสงที่ 

540 nm - 
Blank 

ความเข้มข้น
ของโปรตีน 
(mg/mL) 

ครัง้ท่ี 1 ครัง้ท่ี 2 ค่าเฉล่ีย 

Blank   0.087 0.088 0.088 0.001 0.000 

BSA 

1000 µg/mL 0.636 0.64 0.638 0.550 1.000 
800 µg/mL 0.542 0.54 0.541 0.453 0.800 
600 µg/mL 0.453 0.454 0.454 0.366 0.600 
400 µg/mL 0.34 0.342 0.341 0.253 0.400 
200 µg/mL 0.204 0.202 0.203 0.115 0.200 
100 µg/mL 0.146 0.144 0.145 0.057 0.100 

โมโน
โคลนอล
แอนตบิอดี 

1 : 2 1.677 1.671 1.674 1.587 5.660 
1 : 4 0.901 0.872 0.886 0.800 5.666 
1 : 8 0.511 0.486 0.498 0.412 5.761 
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ตารางท่ี ก.5 คา่การดดูกลืนแสงของโปรตีนท่ี 280 nm และคา่การดดูกลืนแสงจากการท า  
         indirect ELISA ท่ี 450 nm ท่ี 450 nm 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ความเข้มข้น
ของ OVA 
(µg/mL) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 450 nm 

ครัง้ท่ี 1 ครัง้ท่ี 2 
ครัง้ท่ี 3 ค่าเฉล่ีย 

1000 0.091 0.094 0.101 0.095 
500 0.095 0.096 0.103 0.098 
100 0.102 0.108 0.109 0.106 
50 0.118 0.112 0.119 0.116 
10 0.223 0.227 0.213 0.221 
5 0.622 0.624 0.638 0.628 
1 0.979 0.995 0.996 0.990 

0.5 2.235 2.238 2.243 2.238 
0.1 2.768 2.703 2.734 2.735 
0.05 2.913 2.903 2.917 2.911 
0.01 2.953 2.876 2.868 2.899 

0.005 2.872 2.878 2.951 2.900 
0.001 2.863 2.907 2.917 2.895 

0 2.949 2.855 2.905 2.903 
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ตารางท่ี ก.6 คา่ความจ าเพาะของโมโนโคลนอลแอนตบิอดีท่ีได้หลงัจากการท าให้บริสทุธ์ิโดย     
         วิธี indirect ELISA ท่ี 450 nm 
 

ความเข้มข้น 
(µg/mL)  

Lysozyme Ovotransferrin Ovomucoid ovalbumin 

50000 0.149 0.545 0.450 2.941 

5000 0.154 0.417 0.348 2.937 

500 0.135 0.214 0.191 2.939 

50 0.150 0.225 0.159 2.840 

5 0.145 0.233 0.158 2.561 

0.5 0.150 0.190 0.164 1.722 

0.05 0.159 0.200 0.162 1.307 

0.005 0.161 0.204 0.159 0.735 

0.0005 0.153 0.188 0.163 0.314 

0.00005 0.154 0.187 0.169 0.126 
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ตารางที่ ก.7 ผลตา่งของคา่การดดูกลืนแสงท่ี 520 และ 580 nm ของสารละลายอนภุาคทองค าท่ี 
         pH มีคา่ 4 จนถึง 11 ท่ีมีการเตมิสารละลายโมโนโคนอลแอนติบอดีท่ีความเข้มข้น 
         เท่ากบั 15 µg/mL 
 

pH ของสารละลาย
อนภุาคทองค า 

คา่การดดูกลืนแสงท่ี 
520 nm 

คา่การดดูกลืนแสงท่ี 
580 nm 

ผลตา่งของคา่การ
ดดูกลืนแสงท่ี 520 
และ 580 nm 

4 1.146 1.137 0.008 

5 1.152 1.125 0.026 

6 1.148 1.003 0.145 

7 1.151 0.892 0.258 

8 1.148 0.887 0.260 

9 1.149 0.888 0.261 

10 1.148 0.888 0.259 

11 1.147 0.927 0.220 
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ตารางที่ ก.8 คา่การดดูกลืนแสงท่ี 520 nm – คา่การดดูกลืนแสงท่ี 580 nm ของสารละลาย   
          อนภุาคทองค าท่ี pH มีคา่ 7 ท่ีมีการเตมิสารละลายโมโนโคนอลแอนตบิอดีท่ีความ
          เข้มข้นตัง้แต ่0 µg/mL จนถึง 30 µg/mL 
  

ความเข้มข้นของโม
โนโคลนอล

แอนติบอดี (µg/mL) 

คา่การดดูกลืนแสงท่ี 
520 nm 

คา่การดดูกลืนแสงท่ี 
580 nm 

คา่การดดูกลืนแสงท่ี 
520 nm – 580 nm 

4 1.15721 1.14844 0.00877 

5 1.159891 1.133191 0.02670 

6 1.15621 1.01091 0.14530 

7 1.157327 0.898427 0.25890 

8 1.154308 0.893408 0.26090 

9 1.153425 0.892325 0.26110 

10 1.158406 0.899006 0.25940 

11 1.15721 1.14844 0.00877 
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ตารางที่ ก.9 คา่การดดูกลืนแสงของสารละลายอนภุาคทองค าท่ีเช่ือมตอ่กบัโมโนโคนอล 
         แอนตบิอดีเทียบกบัสารละลายโมโนโคลนอลแอนติบอดีอิสระโดยวิธี indirect  
         ELISA ท่ี 450 nm 
 

การเจือจาง 
สารละลายโมโนโคลนอล 

แอนติบอดีอิสระ 
สารละลายอนภุาคทองค าท่ีเช่ือม 
ตอ่กบัโมโนโคนอลแอนติบอดี 

1:4 2.874 2.677 
1:8 2.323 2.013 

1:16 1.875 1.459 
1:31 1.432 0.990 
1:64 1.013 0.560 
1:128 0.738 0.338 
1:256 0.501 0.202 
1:512 0.375 0.158 
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ตารางที่ ก.10 ความเสถียรของสารละลายอนภุาคทองค าท่ีเช่ือมตอ่กบัโมโนโคนอลแอนติบอดีท่ี
            เก็บรักษาท่ีอณุหภมูิ 4 ºCและ 37  ºC ด้วยเทคนิค indirect ELISA เป็นระยะเวลา 
            56 วนั 
 

วนั 

คา่การ
ดดูกลืน
แสงท่ี 

450 nm 

ร้อยละของ 
immunoreactivity ของ
สารละลายอนภุาค

ทองค าท่ีเช่ือมตอ่กบัโมโน
โคนอลแอนติบอดีท่ีเก็บ
รักษาท่ีอณุหภมูิ 4 ºC 

คา่การ
ดดูกลืน
แสงท่ี 

450 nm 

ร้อยละของ 
immunoreactivity ของ

สารละลายอนภุาคทองค าท่ี
เช่ือมตอ่กบัโมโนโคนอล
แอนติบอดีท่ีเก็บรักษาท่ี

อณุหภมูิ 37 ºC 
0 3.090 100 3.090 100 
7 2.792 90.336 2.992 96.820 
14 2.542 82.260 2.824 91.374 
21 1.983 64.160 2.453 79.377 
28 1.498 48.468 2.084 67.438 
35 0.972 31.449 1.937 62.688 
42 0.603 19.510 1.600 51.778 
49 0.475 15.368 1.257 40.686 
56 0.245 7.927 1.064 34.442 
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ตารางที่ ก.11 mean intensity ของ OVA ท่ีความเข้มข้นตัง้แต ่0.05 µg/mL ถึง 1000 µg/mL  
           ท่ีตรึงบนกระดาษแล้วท าปฏิกิริยากบัโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีเช่ือมตอ่กบัอนภุาค
           ทองค า  
 

Antigen 
(µg/mL) 

Mean intensity 
Average SD 

1 2 3 
1000 92.16 92.20 91.89 92.083 0.17 
500 97.60 97.57 97.62 97.596 0.03 
100 113.68 113.70 113.65 113.676 0.03 
50 139.54 139.51 139.53 139.526 0.02 
10 153.54 153.49 153.53 153.520 0.03 
5 162.52 162.50 161.99 162.336 0.30 
1 168.52 168.51 168.55 168.526 0.02 

0.5 179.39 178.98 179.20 179.190 0.21 
0.1 213.36 213.45 213.30 213.370 0.08 
0.05 226.23 226.30 224.99 226.173 0.16 
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ตารางที่ ก. 12 ความสมัพนัธ์ระหว่าง mean intensity กบัความเข้มข้น OVA ตัง้แตค่วามเข้มข้น 
             0.05  -  ถึง  1000 µg/mL ท่ีผสมลงในวคัซีนรวมป้องกนัโรคหดั หดัเยอรมนั และ
             คางทมู 
 

Antigen 
(µg/mL) 

Mean 
intensity 

1 

Mean 
intensity 

2 

Mean 
intensity 

3 
Average SD 

1000 144.80 144.23 143.89 144.3067 0.46 
500 156.62 156.58 156.68 156.6267 0.05 
100 160.50 159.78 162.10 160.7933 1.19 
50 165.34 166.89 164.89 165.7067 1.05 
10 180.84 179.64 181.63 180.7033 1.00 
5 194.47 187.42 188.62 190.1700 3.77 
1 197.73 199.87 198.51 198.7033 1.08 

0.5 206.84 206.21 204.81 205.9533 1.04 
0.1 216.24 218.42 217.54 217.4000 1.10 

0.05 224.74 223.09 224.10 223.9767 0.83 
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ตารางท่ี ก. 13 ความสมัพนัธ์ระหวา่ง mean intensity กบัความเข้มข้น OVA ตัง้แตค่วามเข้มข้น 
             0.05 -  ถึง  1000 µg/mL ท่ีผสมลงในวคัซีนไข้หวดัใหญ่ 
 

Antigen 
(µg/mL) 

Mean 
intensity 

1 

Mean 
intensity 

2 

Mean 
intensity 

3 
Average SD 

1000 137.43 136.99 137.21 137.2100 0.22 
500 143.67 143.01 143.87 143.5167 0.45 
100 162.06 162.15 165.79 163.3333 2.13 
50 166.78 166.09 166.31 166.3933 0.35 
10 175.50 174.31 175.43 175.0800 0.67 
5 192.31 192.74 192.91 192.6533 0.31 
1 197.43 197.38 197.16 197.3233 0.14 

0.5 204.78 204.13 204.88 204.5967 0.41 
0.1 210.70 210.12 210.87 210.5633 0.39 

0.05 221.98 221.05 221.71 221.5800 0.48 
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ภาคผนวก ข 
 

การเตรียมสาร 
 
ข.1 การเตรียมอาหารเลีย้งเซลล์  

1) อาหารเลีย้งเซลล์ RPMI 1640 

  RPMI 1640        80 mL 
  Fetal Bovine Serum (FBS)     20 mL 
  106U/mLPenicillin G      10 µL  
  500 mg/mLStreptomycin     50 µL  
  HEPES (4-(2-hydroxylethyl)-1- 
  piperazineethanesulfonic acid)    1 mL 
  100 mM Sodium pyruvate     1 mL 
  1 g/mL Glucose      100 µL 
 ละลายสารทกุอย่างใน RPMI 1640 และผสมให้เข้ากนั จากนัน้แบง่ใสข่วดละ 100 mL
 และเก็บรักษาไว้ท่ีอณุหภมูิ 4 ºC 

2) น า้ยาเก็บเซลล์แชแ่ข็งในไนโตรเจนเหลว (Freezing medium) 
 อาหารเลีย้งเซลล์ RPMI 1640     70 mL 
 Fetal bovine serum      20 mL 
 Dimethyl sulfoxide (DMSO)     10 mL 
ผสมให้เข้ากนัแล้วน าไปแชท่ี่อณุหภมูิ 0 ºC (ใช้งานขณะเย็นประมาณ 4 ºC) 
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ข.2 การเตรียมสารละลายส าหรับใช้ในเทคนิค ELISA 
1) Pposphate Buffer Saline (PBS), pH 7.4  

  NaCl       8.0 g 
  KCl       0.2 g 
  Na2HPO4      1.44 g 
  KH2PO4      0.24 g 
 ไตเตรตด้วย 1 M HCl จนได้ pH 7.4 แล้วปรับด้วยน า้กลัน่ให้ได้ปริมาตรสดุท้ายเป็น 1 L  

2) 0.05% Tween-20 ใน PBS (PBST) 
 PBS       1 L 
 Tween-20      500 µL 

3) 3% นมพร่องมนัเนย 
 นมพร่องมนัเนย      3 g 
 PBST       100 mL 
ละลายนมพร่องมนัเนยใน PBST (เตรียมใหมก่่อนใช้งาน) 

4) 0.15 M Phosphate Citrate buffer. pH 5.0 
 Na2HPO4 (MW 141.96)     9.5 g 
 Citric acis (MW 192.13)    7.3 g 
 ละลายด้วยน า้กลัน่     1 L 
ไตเตรตดา่งด้วยกรดจนได้ pH 5.0 แล้วเก็บใส่ขวดสีชา เก็บท่ีอณุหภมูิ 4 ºC 

5) Substrate TMB 
 3,3',5,5'-tetramethylbenzidine (TMB)    2.5 mg 
 DMSO        250 µL 

0.15 M Phosphate Citrate buffer. pH 5.0   9746.5 µL 
 H2O2          3.5 µL 

6) 1 M H2SO4 
  H2SO4 (95%)      5.6 mL 
  น า้กลัน่       94.4 mL 

คอ่ยๆเทกรดลงในน า้กลัน่ ผสมให้เข้ากนั 
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ข.3 การเตรียมสารละลายส าหรับใช้ในการท าโมโนโคลนอลแอนตบิอดีให้บริสุทธ์ิ 
1) 20 mM Sodium phosphate pH7.0 

 Na2HPO4.12H20     2.77 g 
 NaH2PO4.H2O      1.69 g 
 ละลายในน า้กลัน่      1 L 

 ไตเตรตดา่งด้วยกรด จนได้ pH 7.0 แล้วจงึน าไปกรองด้วย Millipore ขนาด 0.22 µM 
2) 0.1 M glycine pH 3 

 Glycine-HCl      7.51 g 
 Conc.HCl      2.42 mL 
 ละลายในน า้กลัน่     1 L 
ไตเตรตดา่งด้วยกรด จนได้ pH 3.0 แล้วจงึน าไปกรองด้วย Millipore ขนาด 0.22 µM 

3) 1 M Tris HCl buffer pH 8.0 
 Trizma base      121.14 g 
 Conc.HCl      6.41 mL 
 ละลายในน า้กลัน่     1 L 
ไตเตรตดา่งด้วยกรด จนได้ pH 8.0 แล้วจงึน าไปกรองด้วย Millipore ขนาด 0.22 µM 
 

ข.4 การเตรียมสารละลายส าหรับใช้ในการท า SDS-PAGE 
1) 8% Separating gel (1 แผน่ ปริมาตร 8 mL) 
  น า้กลัน่       4.236 mL 
  40% Acrylamide/Bis     1.6 ml 
  1.5 M Tris-HCl (pH 8.8)    2.0 mL 

  10% Ammonium persulfate    80 µL 
  10% Sodium dodecyl sulfate    80 µL 
  TEMED       40 µL 
 ผสมให้เข้ากนัโดยเตมิ TEMED เป็นอยา่งสดุท้ายเพ่ือให้เกิดการแข็งตวัของแผน่เจล 
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2) 5.0% Stacking gel (1 แผน่ ปริมาตร 2 mL) 
  น า้กลัน่       1.204 mL 
  40% Acrylamide/Bis     0.25 ml 
  1.0 M Tris-HCl (pH 6.8)    0.504 mL 

  10% Ammonium persulfate    20 µL 
  10% Sodium dodecyl sulfate    20 µL 
  TEMED       2 µL 
 ผสมให้เข้ากนัโดยเตมิ TEMED เป็นอยา่งสดุท้ายเพ่ือให้เกิดการแข็งตวัของแผน่เจล 
3) SDS staining dye 

 SDS dye      900 µL 

 β-mercaptoethanol     100 µL 
4) Running buffer 

 Trizma base      15.1 g 
 Glycine       94 g 
 SDS       5 g 
 น า้กลัน่       1 L 

5) Staining solution 

  Coomassie Brilliant Blue R-250    5 g 
  95% Ethanol       450 mL 
  น า้กลัน่        450 mL 
  Glacial Acetic Acid      100 mL 

6) Destaining solution 

  Methanol         250 mL 
  Glacial Acetic Acid        70 mL 

น า้กลัน่          680 mL 
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ประวัตผู้ิเขียนวิทยานิพนธ์ 
 
 นายสขุมุ งามพร้อมพงศ์ เกิดเม่ือวนัท่ี 16 ตลุาคม พ.ศ. 2526 ท่ีจงัหวดัก าแพงเพชร ส าเร็จ
การศึกษาหลกัสตูรวิทยาศาสตร์บณัฑิต สาขาเทคโนโลยีชีวภาพ จากคณะวิทยาศาสตร์ สถาบนั
เทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบงั ในปีการศึกษา 2549 และเข้าศึกษาต่อใน
หลกัสตูรปริญญาวิทยาศาสตรมหาบณัฑิต ของคณะวิทยาศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั เม่ือปี
การศึกษา 2552 เสนอผลงานเร่ืองการผลิตและการติดฉลากอนภุาคทองค ากบั anti-ovalbumin 
monoclonal antibody (Production and labeling of gold nanoparticle with Anti-Ovalbumin 
Monoclonal Antibody) ในการประชมุ The 1st AGRC and the 1st Forum of the Deans of 
ASEAN Plus Three Graduate Schools ณ มหาวิทยาลยัเชียงใหม ่เม่ือวนัท่ี 1-2 มีนาคม 2555 
 

http://www.kmitl.ac.th/
http://www.kmitl.ac.th/
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