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หลักสูตร  เทคโนโลยีชวีภาพ         ลายมือชื่อนิสิต              
สาขาวิชา  เทคโนโลยีชวีภาพ          ลายมือชื่ออาจารยที่ปรึกษา             
ปการศึกษา  2545 ลายมือชื่ออาจารยที่ปรึกษารวม 
 ลายมือชื่ออาจารยที่ปรึกษารวม   



# #  4372212023 : MAJOR  BIOTECHNOLOGY 
KEYWORD: DOT-ELISA / Calloselasma rhodostoma / Naja kaouthia 

KITTIPHAN RUNGRUANGSARN : DETECTION OF SNAKE VENOM FROM 
Calloselasma rhodostoma AND Naja kaouthia BY DOT-ELISA. THESIS  
ADVISOR : ASSIST.PROF. TIRAYUT VILAIVAN. Ph.D., THESIS CO-ADVISOR : 
ASSOC.PROF. SUPASORN WANICHVECHARUNGRUANG. Ph.D., NARUMOL 
PAKMANEE, M.Sc., 88 pp. ISBN 974-171-538-2 
 
Treatment of snake-bite using species-specific antivenoms requires 

identification of the snake venom. One method to achieve this is to use ELISA (enzyme-
linked immunosorbent assay) technique. However, this method has some 
disadvantages including long incubation time and the  requirement of expensive 
instruments. The objective of this study is to develop a practical method for detection of 
snake venom by dot-ELISA on nitrocellulose paper using Calloselasma rhodostoma and 
Naja kaouthia venoms as models. Several parameters including purification method of  
anti-venom IgG, time for incubation and washing, volume and concentration of reagents 
and substrate for enzymatic detection were optimized. The sensitivity of the detection 
was 5 µg/mL for Calloselasma rhodostoma and 1 µg/mL for Naja kaouthia. No  
cross-reaction between the two snake venoms was observed between 0.2-25 µg/mL. 
For comparison, the same ELISA were performed in microtiter plates and showed 
detection limit of 1 ng/mL for Calloselasma rhodostoma and Naja kaouthia venoms. In 
spite of poorer sensitivity, the developed dot-ELISA technique is much less time 
consuming and requires no special instrument which might be advantageous for field-
test.   
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

หากกลาวถึงอันตรายท่ีมนษุยไดรับจากสัตวตาง ๆ ท้ังสัตวมีพิษและสัตวไมมีพษิยอมเปนท่ี
รูกันดีวา งูพิษเปนสัตวมีพิษที่อันตรายและมีความสําคัญทางการแพทยมากท่ีสุดชนิดหนึ่ง งูพษิ
สามารถพบไดท่ัวทุกภาคของประเทศและท่ัวโลก โดยเฉพาะอยางยิ่งในประเทศกําลังพัฒนา 
(Warrell, 1993) ในบริเวณปา ทุงหญา รวมทั้งในท่ีชุมชนแออัดและท่ีรกรางก็มักพบได 

งูเปนสัตวเล้ือยคลานเลือดเยน็ อยูใน Class reptilia, Order squamata งูมีลักษณะเฉพาะตัว 
คือ ลําตัวกลมยาวโคงงอได สวนท่ีหอหุมภายนอกตัวงู เปนผิวหนังท่ีมีเกล็ดปกคลุมโดยตลอด งูไมมี
เยื่อเปด ปดตา แตมีคราบใสครอบตา ไมมีขาหรือชองหูรับเสียง สามารถเคล่ือนตัวไดอยางอิสระ 
ฟนของงูจะโคงเขาในไวสําหรับยึดจับตัวเหยื่อเปนอาหาร ปากของงูจะมีกลามเนือ้ท่ีสามารถยืด
ขยายปากใหกวางกวาปกติเวลากินอาหาร มันจึงกลืนสัตวขนาดใหญไดท้ังตัว โดยท่ัวไปสามารถ
จําแนกงูออกเปนงูพิษและงูไมมีพิษ งูพษิจะมีลักษณะแตกตางจากงูไมมีพิษคือ งูพษิจะมีลักษณะหัว
เปนรูปสามเหล่ียม จะมีเข้ียวพิษและรูตาดาํ (pupil) เปนรูปวงรี สวนงูไมมีพิษจะมีรูตาดําเปนรูป
วงกลม การตรวจสอบบาดแผลของผูปวยท่ีถูกงูกัดสามารถบงช้ีไดวาผูปวยโดนงูพิษกัดหรือไม โดย
บริเวณท่ีถูกงพูิษกัดจะเปนรอยเข้ียวและอาจมีเลือดออกท่ีบาดแผลได หากเปนงูไมมีพษิกัด จะพบวา 
บริเวณแผลจะเปนรอยฟนของงูเทานั้น ไมมีรอยของเข้ียวพษิ ในขณะท่ีงูพิษกัดเหยือ่ กลามเนื้อใน
บริเวณรอบตอมพิษจะบีบตัว ทําใหพิษถูกปลอยออกมาจากตอมพิษ (venom gland) แลวสงผานทอ
นําพิษไปยังบริเวณแผลและหากไดรับการรักษาไมทันเวลา อาจเปนอันตรายถึงชีวิตได 

งูมีถ่ินอาศัยอยูท่ัวโลก ในปจจุบันมีท้ังหมด 23 วงศ (Families) ประมาณเกือบ 3,000 ชนิด 
แบงเปนงูพษิ, งูพิษออนและงูไมมีพิษ งูพิษอันตรายสวนใหญอาศัยอยูในประเทศเขตรอน งูท่ีมี
ถ่ินอาศัยอยูในประเทศไทย จําแนกได 162 ชนิด เปนงูพษิ 10 ชนิด งูพษิออน 23 ชนดิ งูทะเลพิษ 22 
ชนิด งูทะเลพษิออน 2 ชนิด นอกนัน้เปนงูท่ีไมมีพิษ (วิโรจน, 2514) ในการจําแนกงูพิษนั้นสามารถ
จําแนกไดท้ังหมด 4 วงศ (family) ดังนี ้

1. วงศ Elapidae งูในกลุมนีท่ี้สําคัญ ไดแก 
งูเหา (Cobra) Genus: Naja เปนงูท่ีมีพิษรุนแรงท่ีสุด ซ่ึงสามารถจําแนกไดหลายพันธุ งูเหา

สามารถแผแมเบ้ียได โดยการต้ังสวนหวัและคอข้ึน แลวแผกางสวนคอใหขยายออกไป (ไพบูลย, 
2539) ชอบอาศัยอยูตามพ้ืนราบช้ืน มีหญาปกคลุมหรือตามทุงนา ออกหากนิในเวลาพลบคํ่ากนิ
อาหารทั้งหนู นก กบ เขียด รวมท้ังงูท่ีมีขนาดเล็กกวา (Viravan et al., 1992) พบไดทุกภาคของ
ประเทศ (รูปท่ี 1.1) 



งูจงอาง (King cobra) Genus: Ophiophagus เปนงูพิษท่ีมีขนาดยาวและใหญท่ีสุด สามารถ
แผแมเบ้ียไดเหมือนงูเหา แตสวนหวัและแมเบ้ียจะมีขนาดเล็กกวางูเหา ตามปกติงูจงอางจะอาศัยอยู
ตามพ้ืนดิน บริเวณปาทึบและแถบภเูขา ออกหากนิท้ังในเวลากลางวนัท่ีแดดไมรอนจัดและพลบค่ํา 
กินสัตวเล้ือยคลานและงูขนาดเล็กกวาเปนอาหาร พบมากในภาคใต  

งูสามเหล่ียม (Banded krait) Genus: Bungarus ลักษณะลําตัวเปนรูปสามเหล่ียมโดยมีสันอยู
กลางหลัง มีลายเปนปลอง ๆ สลับสี ออกหากนิเวลากลางคืน กินกบ เขียด หนู และงูท่ีมีขนาดเล็ก
กวา 

2. วงศ Viperidae งูในกลุมนี ้ไดแก 
งูแมวเซา (Russell�s viper) ลักษณะลําตัวคอนขางอวน ลําตัวมีสีน้ําตาลออน มีลายเปนวง

ใหญ สีน้ําตาลเขมท้ังตัว อาศัยอยูตามทุงหญา หุบเขา ชอบนอนขดตัวตามทุงนาและซอกหิน โดย
ปกติจะเคล่ือนตัวชา ออกหากินเวลากลางคืน กินนก หนู เขียดเปนอาหาร พบมากในภาคกลางของ
ประเทศไทย (รูปท่ี 1.2) 

3. วงศ Crotalidae งูในกลุมนี ้ไดแก 
งูกะปะ (Malayan pit viper) ลักษณะลําตัวยาวไมเกิน 1 เมตร หัวเปนรูปสามเหล่ียมคอนขาง

ใหญ ลําตัวสีน้าํตาล มีลายรูปขนมเปยกปูนตลอดลําตัว ปลายหางเล็กและแหลม อาศัยตามพ้ืนดินใน
ซอกหิน ชอบนอนขดตัวนิ่ง ๆ ออกหากินเวลาพลบคํ่า กินหนู นก เขียด เปนอาหาร พบมากใน
ภาคใตและทางฝงทะเลตะวนัออกของประเทศไทย (รูปท่ี 1.3) 

งูเขียวหางไหม (Green pit viper) สวนหวัเปนรูปสามเหล่ียมขนาดโตกวาสวนคอ ลําตัวเรียว
ยาว สวนใหญมีสีเขียวคลายใบไม อาศัยบนตนไม กนินก กิ้งกาเปนอาหาร 

4. วงศ Hydrophidae งูในกลุมนี้ ไดแก 
จํานวนกลุมของงูทะเล (Sea snakes) ลําตัวมีรูปรางและขนาดตางกันไป ไมมีเหงือกและ

ตองข้ึนมาเหนือผิวน้ําเพื่อรับอากาศหายใจแตตัวมันสามารถสํารองอากาศไวใชไดหลายช่ัวโมงสวน
หางมีลักษณะเปนใบพาย กนิปลาเปนอาหาร อาศัยในทะเลและทะเลสาบ (Watt and Theakston, 
1985) พิษของงูทะเลนี้มีความรุนแรงแตหากไดรับการรักษาทันเวลาก็สามารถชวยชีวติได (Rawat et 
al., 1994) งูทะเลท่ีพบในทะเลไทย เชน งูอายง่ัว, งแูสมรังลายคราม, งูคอออน เปนตน (รูปท่ี 1.4) 

 
 
 
 
 
 
 



 
 

                                      
  
 

รูปท่ี 1.1 งูเหาเปนงูในวงศ  Elapidae (ไพบูลย, 2539) 
   
 
                                       

 

                    
 

 
รูปท่ี 1.2  งูแมวเซาเปนงูในวงศ  Viperidae (ไพบูลย, 2539) 

 
 



 
 

                                
 
 

รูปท่ี 1.3  งูกะปะเปนงูในวงศ  Crotalidae (ไพบูลย, 2539) 
 
 
 

 

                                
 
 

รูปท่ี 1.4  งูทะลเปนงูในวงศ  Hydrophidae (ไพบูลย, 2539)  
 



สารประกอบในพิษง ู
 
ในพิษงูมีสารประกอบหลายชนิด ซ่ึงสวนใหญเปนโปรตีน โดยพิษงูมากกวา 90 % ของ

น้ําหนกัแหงเปนโพลีเพปไทด (polypeptides) ประกอบดวย เอนไซม, พิษ และสารประกอบอ่ืน ๆ 
(Harvey, 1991) ซ่ึงจะใชในการฆาเหยื่อและชวยยอยอาหาร พิษของงูแตละตัวจะมีปริมาณและความ
แรงของพิษแตกตางกันออกไป ข้ึนอยูกับอายุ เพศ และถ่ินท่ีอยูอาศัย  

สวนประกอบในพิษงูท่ีเปนโปรตีนแบงออกเปน 2 กลุม ไดแก พิษ (toxins) และเอนไซม 
(enzymes)  

พิษงู (toxins) เปนสารประกอบโปรตีนซับซอนมีขนาดน้ําหนกัโมเลกุลแตกตางกัน แต
โดยท่ัวไปมีน้าํหนักโมเลกุลตํ่ากวา 20 กโิลดาลตัน เชน พวกเพปไทด (peptides), นิวคลีโอไซด 
(nucleosides), และ metal ion โดยจํานวนของสารประกอบท่ีมีในพิษไมทราบแนชัด  เม่ือไดรับพิษงู 
พิษจะเขาไปทําลายเซลลเมมเบรน (cell membrane) กอใหเกิดผลตอระบบประสาทท่ีควบคุมการ
ทํางานของหัวใจและกลามเนื้อ (Lalloo et al., 1994) โดยอาการจะแสดงมากหรือนอยข้ึนกับปริมาณ
ของพิษงูท่ีไดรับเขาไป พิษของงูในกลุม Elapidae จะมีปริมาณของพิษในสวนนี้มากโดยเฉพาะงูเหา 
(Lipps, 1998) 
 สวนประกอบของพิษท่ีมีผลตอระบบประสาท (Neurotoxin) สามารถแบงได 2 กลุม ตาม
ตําแหนงท่ีพิษเขาไปทําปฏิกิริยา ไดแก postsynaptic neurotoxin และ presynaptic neurotoxin 
  Postsynaptic neurotoxin พิษจะจับกับ nicotinic acetylcholine receptor ท่ี motor end plate 
ทําให acetylcholine ไปจับท่ี motor end plate ไมได  acetylcholine จงึไมสามารถทําปฏิกิริยาได ทํา
ใหปลายประสาทไมส่ังงาน สงผลใหกลามเนื้อหยดุทํางานของ พิษในกลุมนี้ เชน Curaremimetic 
toxin 

Presynaptic neurotoxin พิษจะไปจบัท่ี nerve terminal ทําใหไมสามารถปลอย 
acetylcholine ออกมาได การไปยับยั้งการไหลของ acetylcholine นี้ทําใหผูถูกงูกัดตาย เนื่องจากการ
เปนอัมพาตของกลามเนื้อหวัใจ (paralysis) ทําใหการทํางานของหัวใจลมเหลวนอกจากน้ียัง
กอใหเกิดพษิตอกลามเนื้อ ทําใหเนื้อเยื่อกลามเนื้อถูกทําลาย (Karlsson, 1979) ซ่ึงพิษสวนนี้จะทําให
สัตวท่ีไดรับมีอัตราการตายสูงกวาพิษ Postsynaptic neurotoxin พิษในกลุมนี้เชน notexin จากงู 
Australian tiger snake, Taipoxin จากงู Australian taipan, Crotoxin จากงู South American rattle 
snake และ β-Bungarotoxin จากงู Bungarus multicinctus 
 เอนไซม (enzymes) เปนโปรตีนที่มีขนาดน้ําหนกัโมเลกลุมากกวาพษิ แตสามารถทนความ
รอนไดต่ํากวาพิษ (Rangel-Santos and Mota, 2000) เอนไซมท่ีพบในพษิงูมี 26 ชนิด (Iwanaga and 
Suzuki, 1979) ท่ีพบในงูพษิทุกกลุมมี 12 ชนิด ดังตารางท่ี 1.1 แตปริมาณของเอนไซมในงูพิษแตละ
ตัวจะแตกตางกันข้ึนอยูกับสภาวะของงู เชน อายุ ท่ีอยูอาศัย ชนิดของงู เปนตนและเหตุผลท่ีงูแตละ



ตัวมีปริมาณเอนไซมตางกันไปยังไมสามารถอธิบายไดงายนัก (Lee, 1979) โดยท่ัวไปงูแตละกลุม
มักมีชนิดของเอนไซมท่ีตางกัน เชน acetylcholinesterase ไมพบในงูกลุม Viperid และ Crotalid 
(Lee, 1979)  
 
ตารางท่ี 1.1 เอนไซมตางๆ ท่ีพบในพษิง ู
 
Enzymes found in all snake venoms 
Phospholipase A2 (3.1.1.4), L-Amino acid oxidase (1.4.3.2), Phosphodiesterase (3.1.4.1), 5�-
Nucleotidase (3.1.3.5), Phosphomonoesterase (3.1.3.2), Deoxyribonuclease (3.1.4.6), 
Ribonuclease (2.7.7.16), Adenosine triphosphatase (3.6.1.8), Hyaluronidase (4.2.99.1), NAD-
nucleosidase (3.2.2.5), Arylamidase, Peptidase 
 
Enzymes found in crotalid and viperid venoms 
Endopeptidase, Arginine ester hydrolase, Kininogenase (3.4.4.21), Thrombinlike enzyme, Factor 
X activator, Prothrombin activator 
 
Enzymes found mainly in elapid venoms 
Acetylcholinesterase (3.1.1.7), Phospholipase B (3.1.1.5), Glycerophosphatase 
 
Enzymes found in some venoms 
Glutamic-pyruvic transaminase (2.6.1.2), Catalase (1.11.1.6), Amylase (3.2.1.1),  
β-Glucosaminidase, Lactate dehydrogenase (1.1.1.27), Heparinaselike enzyme 
 
ท่ีมา: Iwanaga และ Suzuki, 1979 
 

ผลของเอนไซม กอใหเกิดผล 3 ประการ 
1. ทําใหเกดิเนื้อเยื่อตาย (necrosis) (Borkow, Gutierrez, and Ovadia, 1997) ไดแก

เอนไซม proteases, phospholipase, arginine ester hydrolases และ hyaluronidase  
2. ทําใหการทํางานของระบบเลือดผิดปกติ ทําใหเลือดจับตัวเปนล่ิม (coagulation) และ

เลือดไมแข็งตัว ไดแก เอนไซม proteases ตาง ๆ และ phospholipase A  
3. กอใหเกิดความดันโลหิตตํ่าเฉียบพลัน (acute hypotension) และเกิดอาการปวด

เนื่องจากการปลอยสารบางชนิดไดแก kininogenase (kinin-releasing enzyme)  



กลไกการทํางานของเอนไซมในพิษงูท่ีทําใหเกดิภาวะเลือดออก โดยเอนไซมในพิษงูจะ
รวมกับ Prothrombin ทําใหเกิดเปน Thrombin สวน Thrombin จะไปเปล่ียน Fibrinogen ใน
พลาสมาไปเปน Fibrin แลวทําใหเลือดเกดิการแข็งตัว (clot) ข้ึน  เม่ือเลือดแข็งตัวมากข้ึนทําให
จํานวนของ Fibrinogen ในพลาสมาลดลง Plasmin จะไปยอย Fibrin  ทําใหเกดิ Fibrinolysis  ดังรูป
ท่ี 1.5 ทําใหเกดิภาวะเลือดออกมากข้ึนเนื่องจากใชปจจัยตางๆท่ีทําใหมีการแข็งตัวของเลือดหมดไป 
 เอนไซมในพษิงูมีความคงทน (stability) สูงเม่ือเก็บในสภาพแหง (lyophilized) และ
สามารถเก็บได 17�39 ป ในอุณหภูมิหอง โดยแอคติวตีิ (activity) ของเอนไซมยังคงเดิม (Iwanaga 
and Suzuki, 1979)  
    

Prothrombin 
                                                                                           Enzyme in venom 

Thrombin 
                                              
                                              Fibrinogen                                  Fibrin 
                                                                                                                  Plasmin   
                                                                                              Fibrinolysis 

 
รูปท่ี 1.5  ข้ันตอนการแข็งตัวของเลือด (clot) และการเกิดภาวะเลือดออก 

 
อาการผูปวยท่ีไดรับพิษจากงใูนกลุมตางๆ  
 

พิษงูแตละชนดิจะมีผลตอระบบการทํางานของรางกายท่ีเดนชัดแตกตางกันไป ดังนั้นผูปวย
ท่ีถูกงูกัดจะแสดงอาการท่ีแตกตางกัน แลวแตชนดิของงูท่ีกัด ซ่ึงสามารถจําแนกอาการของผูปวยได
ดังนี้  

อาการทางระบบประสาท สวนใหญจะเกดิกับผูปวยท่ีถูกงูในกลุม Elapidae กัด ฤทธ์ิของ
พิษงูในกลุมนีจ้ะออกฤทธ์ิรุนแรงตอระบบประสาท โดยผูปวยจะแสดงอาการเร่ิมจาก ตาพรา หนัง
ตาตก ลืมตาไมข้ึน พูดจาไมชัด กลืนน้ําและอาหารลําบาก กลามเนื้อหลอดอาหารเปนอัมพาต 
คล่ืนไสอาเจียน หายใจไมสะดวก และเสียชีวิต เนื่องจากการหายใจลมเหลว 

อาการทางระบบโลหิต  ฤทธ์ิของพิษงูในกลุม Viperlidae และ Crotalidae นี้จะออกฤทธ์ิ
รุนแรงตอระบบโลหิต ในพษิงูของงูกลุมนี้จะมีปริมาณเอนไซมอยูมาก โดยผูปวยท่ีถูกงูกัดจะแสดง
อาการปวดบริเวณแผลท่ีถูกกัด มีเลือดออกท่ีแผล เหงือก ทางเดินอาหารและปสสาวะเปนเลือดไอ 



หรืออาเจียนเปนเลือด เลือดไมแข็งตัว และมักเสียชีวติเนือ่งจากเลือดออกในสมอง (Warrell, 1992) 
และไตวายเฉียบพลัน (Burdmann et al., 1993) 

อาการทางระบบกลามเนื้อ ฤทธ์ิของพิษงูในกลุม Hydrophidae จะออกฤทธ์ิรุนแรงตอระบบ
กลามเนื้อ (myotoxic) ทําใหผูปวยที่ถูกงูในกลุมนี้กดั จะแสดงอาการปวดกลามเนื้อท่ัวไป (muscular 
pain) หรืออาจถึงกับเปนอัมพาตบางสวน ปริมาณปสสาวะลดนอยลงและมีสีเขมข้ึน หายใจลําบาก 
ผูปวยมักเสียชีวิตจากการหายใจลมเหลวและภาวะไตวาย 

 
การตรวจวินิจฉัยและการรักษา 
 

การตรวจวินิจฉัยผูปวยท่ีถูกงูพิษกัดนั้น แพทยจะดูจากแผลท่ีถูกกัด หากมีจุดลึก 2 จดุท่ีแผล
ก็แสดงวาเปนงูพิษกัด กรณีท่ีผูปวยมีสติ สามารถซักถามไดถึงชนดิหรือลักษณะของงูท่ีกัดและ
สถานท่ีท่ีถูกงูกัด ซ่ึงจะเปนขอมูลเบ้ืองตนในการวินจิฉัย สําหรับอาการของผูปวยท่ีแสดงออกจะ
แตกตางกนั (ดังท่ีกลาวขางตน) เชนอาการทางระบบประสาท มักเกิดจากงูในกลุม Elapidae หาก
ผูปวยมีอาการทางระบบโลหิต มักเกดิจากงูในกลุม Viperidae และ Crotalidae และเม่ือถูกงูกดัแลว
ระยะเวลาท่ีเอนไซมในพษิงูเขาไปทําลายเซลล จะมีผลกระทบมากกวาปริมาณของเอนไซมท่ีเขาไป
ดังนั้นจึงควรรีบรักษาเม่ือถูกงูกัด (Warrell et al., 1986) สําหรับการปฐมพยาบาลเบ้ืองตนทําไดโดย
การใชผาพันเหนือบาดแผลที่ถูกงูกัด เพื่อชะลอการไหลของพิษไปสูสวนตางๆ ของรางกายหรืออาจ
ใชสมุนไพรชวยรักษา (Mebs, 2000 ; Borges et al., 2001) จากนัน้รีบนาํสงโรงพยาบาลทันที 

ในปจจุบันการรักษาผูปวยท่ีถูกงูพิษกดั แพทยจะใหเซรุมท่ีมีฤทธ์ิจําเพาะตอพิษงนูั้น โดยดู
จากอาการของผูปวย แตอาการของผูปวยท่ีแสดงออกหากเกิดจากงูพิษในกลุมเดียวกันอาการจะ
คลายกันแพทยท่ีรักษาอาจวนิิจฉัยผิด วาเปนงูพิษชนดิไหนกัดก็ได ทําใหผูปวยไดรับเซรุมท่ีไม
จําเพาะตอพิษงู กอใหเกิดผลเสียตอผูปวย อีกท้ังยังเปนการใชเซรุมท่ีส้ินเปลือง 

เซรุมท่ีใชแกพษิงูตางๆ ผลิตไดจากสัตว เชน มา โดยการฉีดกระตุนดวยพิษงูเพื่อใหมาสราง
แอนติบอดีท่ีจาํเพาะตอพษิงนูั้นๆมา จากน้ันจึงนําซีร่ัมท่ีมีแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอพิษงูไปผลิตเปน
เซรุมใชตอไป เซรุมท่ีไดนี้เปนส่ิงจําเปนท่ีใชในการแพทย เพื่อรักษาผูปวยที่ถูกงูพิษกัด สําหรับการ
รักษาผูท่ีถูกงูพิษกัดในประเทศไทยนัน้ แพทยจะใหเซรุมท่ีจําเพาะตอพิษงู ซ่ึงปจจบัุนเซรุมเหลานี้
ผลิตจากสถานเสาวภา สภากาชาดไทย (Queen Saovabha Memorial Institute) และผลิตเซรุม
ท้ังหมด 6 ชนิด ไดแก เซรุมแกพิษงเูหา ( Naja kaouthia), เซรุมแกพษิงูจงอาง (Ophiophagus 
hannah), เซรุมแกพิษงูสามเหล่ียม (Bungarus fasciatus), เซรุมแกพษิงูกะปะ (Calloselasma 
rhodostoma), เซรุมแกพิษงแูมวเซา (Daboia russelii siamensis) และเซรุมแกพิษงูเขียวหางไหม 
(Trimeresurus albolabris)  



การท่ีทราบถึงชนิดของงูท่ีกดันั้นจะทําใหการรักษาโดยการใหเซรุมรวดเร็วข้ึน ซ่ึงผูปวย
อาจบอกถึงลักษณะงูท่ีกัดหรือนํางูท่ีกัดนัน้มาท่ีโรงพยาบาล เพื่อสะดวกในการวินจิฉัยและรักษาแต
ท้ังนี้เม่ือผูท่ีถูกกัดไมสามารถบอกลักษณะตางๆของงูท่ีกัดได กย็อมเปนหนาท่ีของแพทยท่ีจะ
วินิจฉัยจากอาการผูปวย ซ่ึงหากแพทยท่ีรักษาขาดความชํานาญอาจรักษาโดยใหเซรุมท่ีไมจําเพาะ
กับพิษงูได ดงันั้นจึงตองอาศัยการตรวจชนิดพิษงูในหองปฏิบัติการเพื่อความถูกตองและทราบชนดิ
พิษงูท่ีแนนอน ดังนั้นในการรักษาจะตองวินิจฉัยจําแนกงูพิษท่ีกัดใหถูกตองและเลือกใหเซรุมท่ี
จําเพาะกับพิษงูนั้น (Camey, Velerde and Sanchez, 2002) เพื่อการรักษาท่ีมีประสิทธิภาพ ซ่ึงผูปวย
ท่ีถูกงูพิษกดัแตละคนจะไดรับจํานวนเซรุมตางกันข้ึนกับปริมาณของพิษ (Shemesh et al., 1998) อีก 
ท้ังตองเปนเซรุมท่ีจําเพาะตอพิษงูนั้นและไดรับการรักษาอยางเร็วท่ีสุด จะสามารถชวยการรักษาได
รวดเร็วข้ึน (Borkow, Gutierrez and Ovadia, 1997 ; Gutierruz et al., 1998) และยับยั้งการเกิดการตก
เลือด (hemorrhage) (Estevao-Costa et al., 2000 ; Sanchez et al., 1998) 

 การตรวจวิเคราะหชนดิของพิษงูในหองปฏิบัติการไดมีการพัฒนาเทคนิคทางอิมมูโนวิทยา
มาใช เชน RIA (radio immunoassay) (Pukrittayakamee et al., 1987), ELISA (enzyme-linked 
immunosorbent assay) แตปจจุบันนิยมใชเทคนิค ELISA เนื่องจากเปนวิธีท่ีใหผลแมนยํามี
ความจําเพาะสูง (Barral-Netto and Sohsten, 1991) ไมยุงยากเหมือนวิธี RIA และโดยท่ัวไปสามารถ
ตรวจระดับพษิงูไดคาตํ่าถึงระดับนาโนกรัมตอมิลลิลิตร (Ho et al., 1986 ; Bhatti et al., 1993) 
 เทคนิค ELISA เปนวิธีการตรวจหาระดับของแอนติบอดี (Antibody, Ab) หรือแอนติเจน 
(Antigen, Ag) โดยการติดฉลากแอนติบอดีหรือแอนติเจนกับเอนไซม โดยแอนติบอดหีรือ
แอนติเจนสวนหนึ่งจะถูกตรึงกับผิวของวสัดุของแข็ง เชน ผิวพลาสติก จากนัน้แอนติบอดหีรือ
แอนติเจนท่ีตดิฉลากกับเอนไซมจะไปจับกับแอนติบอดหีรือแอนติเจนท่ีถูกตรึงกับผิวของวัสดุ โดย
การจับกันจะเกิดความจําเพาะระหวางแอนติบอดีกับแอนติเจน เม่ือเตมิสารละลายสับสเตรตลงไป
สวนของเอนไซมท่ีใชในการติดฉลากจะทําปฏิกิริยากับสารละลายสับสเตรต เกิดเปนสีข้ึนมา แลว
นําไปอานผลดวยเคร่ืองอานไมโครเพลต (microplate reader) หรือมองดูดวยตาเปลา เทคนิค ELISA 
นี้ยังนําไปใชในการตรวจพษิอ่ืนๆ ดวย เชน พษิจากแมงปอง (Krifi et al., 1998) พิษจากเช้ือ 
Clostridium botulinum ท่ีมีผลตอระบบประสาท (Doellgast et al., 1993) และใชตรวจระดับ
แอนติบอดีตอแอนติเจน (Doellgast et al., 1994) เปนตน 
 วิธี ELISA แบงเปน 2 กลุม คือ  

1. Competitive ELISA หลักการทดสอบคือ เคลือบผิววัสดุของแข็งดวยแอนติบอดหีรือ
แอนติเจน เติมแอนติบอดหีรือแอนติเจนท่ีจาํเพาะตอส่ิงท่ีตองการตรวจและไดตดิฉลากดวยเอนไซม
แลวเกดิปฏิกิริยาการจับกันระหวางแอนตบิอดีกับแอนตเิจน เติมสารละลายสับสเตรตลงไปเพ่ือวดั
ปริมาณเอนไซมท่ีติดอยูบนผิวก็จะทราบถึงปริมาณแอนติบอดีหรือแอนติเจนท่ีตองการทดสอบ 
 



 2.Non-competitive ELISA อาจแบงไดเปน Direct ELISA และ Indirect ELISA  
 Direct ELISA หลักการทดสอบคือ เคลือบผิววัสดุดวยแอนติบอดีท่ีจําเพาะกับส่ิงท่ีตองการ
ตรวจ เติมแอนติเจนท่ีตองการตรวจลงไป จากนัน้เติมแอนติบอดีตวัท่ีสองท่ีมีความจําเพาะและได
ติดฉลากดวยเอนไซมแลวเติมสารละลายสับสเตรตลงไป เพื่อใหเกิดปฏิกิริยาระหวางเอนไซมกับ
สับสเตรตเพ่ือวัดปริมาณของส่ิงท่ีตองการตรวจ วิธีการนีอ้าจเรียกวา sandwich assay ก็ได 
 Indirect ELISA เปนเทคนิคท่ีดัดแปลงจากวิธี direct ELISA โดยใชแอนติบอดีตัวท่ีสองท่ี
ไมไดติดฉลากดวยเอนไซมและจะใชแอนตบิอดีท่ีจําเพาะตออิมมูโนโกลบูลินติดฉลากดวยเอนไซม
เพื่อวัดปริมาณของแอนติบอดีตัวท่ีสองท่ีจบัอยูกับแอนติเจนท่ีตองการตรวจ ซ่ึงแอนติบอดีตัวแรกท่ี
ติดบนพื้นผิววสัดุกับแอนติบอดีตัวท่ีสองจะตองเปนอิมมูโนโกลบูลินของสัตวตางชนดิกัน 
 เทคนิค ELISA เร่ิมนํามาใชศึกษาตรวจหาพิษงูในป ค.ศ.1977 โดย Theakston และคณะ ได
ทดลองนําแกมมาโกลบูลิน (IgG) ท่ีแยกไดจากการตกตะกอนดวยเกลือ มาเคลือบบนไมโครเพลต 
ในการศึกษาไดใชซีร่ัมจากหนูทดลองมาวิเคราะหและสามารถตรวจระดับพิษไดต่ําถึง 1-5 นาโน
กรัมตอมิลลิลิตร จากนั้นกมี็การศึกษาพฒันาการตรวจพิษงูดวยวิธีนี้เร่ือยมา (Dong et al., 2002 ; 
Amuy et al., 1997 ; Lalloo et al.,1994 ; Barral-Netto et al., 1990) และนํามาตรวจพิษงูท้ังในซีร่ัม
ของผูปวยและในปสสาวะดวย (Audebert et al., 1993)  

การตรวจระดบัพิษงูอาจเกิดปฏิกิริยาขามกลุม (cross-reactivity) ไดทําใหคาท่ีไดเปน
ผลบวกเท็จ (false-positive) ดังนั้นจึงไดมีการศึกษาการตรวจระดับพิษงูใหมีความจําเพาะและมี
ความไวมากข้ึน โดยใชหลักการของ affinity chromatography ในการแยกแกมมาโกลบูลิน ให
จําเพาะกับพิษงูมากข้ึน และเปนการกําจดักลุมท่ีไมจําเพาะ (non-specific) ออกไป เพือ่เพ่ิมระดับการ
ตรวจใหดีข้ึนและปองกันการเกิดปฏิกริยาขามกลุม (cross-reactivity)(Heneine and Catty, 1993) 
ดังเชน การนําแอนติบอดจีากกระตายท่ีจําเพาะตอพิษท่ีมีผลตอกลามเนื้อ (myotoxin) จากพษิงู 
Agkistrodon sp. มาวิเคราะหระดับพษิโดยวิธี ELISA ในไมโครเพลต จากการทดลองสามารถวัด
ระดับพิษไดต่าํถึงระดับ 2 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร (Li and Ownby, 1994) และในการศึกษาแยก
แอนติบอดีเพือ่ตรวจพิษงู Bothop sp. และCrotalus durissus ดวย วิธี ELISA สามารถวัดไดถึงระดบั 
5 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร (Chavez-Olortegui et al., 1997) 
 ในป ค.ศ.2002 Dong และคณะศึกษาตรวจระดับ β-Bungarotoxin ของพิษงูในเลือด,
พลาสมา โดยการใชสาร avidin-biotin ดวยวิธี ELISA โดยใชแอนตบิอดีเคลือบบนไมโครเพลต 
จากนั้นใสพิษงูลงไป เติมโมโนโคลนัลแอนติบอดี (monoclonal antibody, mAb)-biotin และเตมิ
คอนจูเกต Horseradish peroxidase (HRP)-avidin เพื่อไปจับกับ mAb-biotin แลวเติมสารละลาย
สับสเตรต O-Phenylenediamine dihydrochloride (OPD) และเติมกรดซัลฟูริก (sulfuric acid) แลว
นําไปวดัคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 490 นาโนเมตร จากการศึกษาพบวา สามารถตรวจพิษ



ในสารละลายบัฟเฟอร (buffer) ไดต่ําถึง 16 พิโคกรัมตอมิลลิลิตร และตรวจพิษในเลือดและ
พลาสมาไดถึงระดับ 100 พิโคกรัมตอมิลลิลิตร 
 แตเนื่องจากการทดสอบดวยวิธี ELISA ในไมโครเพลตจะตองใชเคร่ืองอานไมโครเพลต 
(microplate reader) และใชเคร่ืองลางไมโครเพลต (microtiterplate washer) จึงเปนการยุงยากในการ
จัดการ ซ่ึงในการตรวจสอบพิษหรือเช้ือตาง ๆ นั้น ไมเพยีงแตผลท่ีไดจะตองจําเพาะ (specific) และ
มีความไว (sensitivity) เทานั้น แตตองมีการจัดการท่ีงายและรวดเร็วดวย 
 ดังนั้น จึงมีการประยุกตใชวธีิ ELISA ท่ีทดสอบในไมโครเพลตมาทดสอบในกระดาษไน
โตรเซลลูโลส โดยใชข้ันตอนของวิธี ELISA เชนกนั และเรียกวธีินี้วา dot-ELISA วิธีนี้นาํมา
ทดสอบหาแอนติบอดี (Londner et al., 1987 ; Kumar et al., 1985) และหาแอนติเจน (Tellez-Giron 
et al., 1987 ; Bosompem, Assoku and Nantulya, 1996 ; Requejo et al., 1997) อีกท้ังผลการทดสอบ
ดวยวิธีดังกลาวนี้ สามารถดูผลท่ีเกิดเปนจดุสีบนแผนไนโตรเซลลูโลสไดดวยตาเปลาและงาย 
(Boctor et al., 1987 ; Vinayak, Dutt and Puri, 1991) รวดเร็ว (Pappas, Hajkowski and Hockmeyer, 
1983) มีความจําเพาะสามารถตรวจไดถึงระดับพิโคกรัมตอมิลลิลิตร (นันทิกา ปานจันทร, 2542) 
และไมจําเปนตองใชเคร่ืองมือราคาแพง (Vercammen et al., 1998) จงึนาจะมีประโยชนมากในการ
นําไปใชในภาคสนาม (Pappas, Hajkowski and Hockmeyer, 1984 ; Pappas, 1988) และในท่ีชนบท
หางไกลท่ียังขาดแคลนเคร่ืองมือตาง ๆ ท่ีมีราคาแพง ดังนัน้จึงมีการศึกษานําวิธี dot-ELISA มาใชใน
งานวิจยัตางๆ เชน 

ในป 1983 Pappas, Hajkowski และ Hockmeyer ทําการศึกษาใชเทคนิค dot-ELISA โดย
การตัดกระดาษไนโตรเซลลูโลสเปนแผนเล็ก ๆ วางลงในไมโครเพลต เพื่อใชตรวจสอบเช้ือท่ี
กอใหเกิดโรค Visceral Leishmaniasis ซ่ึงผลการทดสอบจะเกดิเปนจุดสีฟาบนกระดาษไนโตร
เซลลูโลสสามารถดูดวยตาเปลาได จากการทดลองพบวาสามารถตรวจเช้ือในแอนติบอดีของคนได
ต่ําในระดับ 1 ng ถึง 0.1 ng ซ่ึงเห็นเปนจุดสีฟาบนกระดาษ สวนของหลุมท่ีไมมีเช้ือ (แอนติเจน) ก็
จะไมเกิดสี 
 ในป 1995 Draelants และคณะทําการศึกษาเชื้อ Taenia saginata ในวัวดวยเทคนิค  
dot-ELISA โดยทําการตรวจเช้ือนี้หลังจากการฉีดเช้ือเขาไป 5 สัปดาห พบวาหากมีเช้ือนอยกวา 100
ตัวอาจจะเช่ือถือการตรวจสอบไมไดนกั แตหากมีเช้ือมากกวา 100 ตัวจะสามารถตรวจสอบได 
87.5% สําหรับการทดลองนี้มีความจําเพาะอยูระดับ 93.5% 
 ในป 1998 Vercammen และคณะไดศึกษาการตรวจหาแอนติบอดตีอเช้ือ Leishmania 
infantum ในสุนัขดวยวิธี dot-ELISA โดยการหยดแอนติเจนลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลสและทํา
การเคลือบสวนท่ีเหลือดวยนมพรองมันเนย (skim milk) แลวตดักระดาษท่ีเตรียมใสลงในไมโคร
เพลต จากนัน้ใสซีร่ัมท่ีมีแอนติบอดีลงไป แลวลางไมโครเพลต เติมซีร่ัม goat anti-dog คอนจูเกตกับ
เอนไซม alkaline phosphatase ใสสารละลายสับสเตรตแลวดจูุดสีฟาท่ีเกิดข้ึนบนกระดาษไนโตร



เซลลูโลส ผลการศึกษาพบวา สามารถตรวจสอบแยกแอนติบอดีท่ีใหผลบวกเกิดเปนจุดสีฟาและที่
ใหผลลบไมเกดิจุดสีไดและการตรวจสอบใชเวลาเพียง 30 นาทีก็สามารถดูผลไดงายและรวดเร็ว
ดวยตาเปลา 
 ในป 2541 นันทิกา ปานจันทรไดทําการศึกษาโดยเทคนิค dot-ELISA ทดสอบ
ความสามารถในการจับของแอนติบอดีตอฮอรโมน CHH (Crustacean Hyperglycemic Hormone) 
จากกานตากุงกามกราม พบวา แอนตบิอดีตอ CHH ท่ีไดจากการกระตุนภูมิคุมกันในหนูขาว
สามารถจับกับ CHH ไดและมีสภาพไว (sensitivity) ของการตรวจวัดต่าํถึง 15 พิโคกรัมตอจุดและ
เกิดปฏิกิริยาขามกลุม (cross reaction) กับเพปไทดท่ีคลายคลึงกันตํ่ามาก 
 จากการคนควาขอมูล ยังไมพบการใชวิธี dot-ELISA บนกระดาษไนโตรเซลลูโลส ในการ
ตรวจวเิคราะหหาชนิดของพิษงูตางๆ ดังนั้นในการศึกษาคร้ังนี้ จึงทําการทดลองใชแกมมาโกลบูลิน
(แอนติบอด)ี ท่ีจําเพาะตอพษิงูมาเคลือบบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส เพื่อวิเคราะหหาชนิดของพิษงู 
ดวยวิธี dot-ELISA โดยเลือกพิษงูกะปะ ซ่ึงเปนพิษงูท่ีอยูในกลุมงูท่ีพษิออกฤทธ์ิตอระบบโลหิตและ 
พิษงูเหา ซ่ึงเปนพิษงูท่ีอยูในกลุมงูท่ีพิษมีผลตอระบบประสาท เปนพิษงูตัวอยาง  
 
ขอบเขตการวจัิย 
 
 พัฒนาเทคนิค dot-ELISA เพื่อตรวจวดัพิษงูกะปะท่ีพิษออกฤทธ์ิตอระบบโลหิตและพิษ
งูเหาท่ีพิษออกฤทธ์ิตอระบบประสาท ซ่ึงจะเปรียบเทียบการใชแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพษิงูท่ี
แยกไดดวยวิธี Ion-exchange chromatography กับวิธี Affinity chromatography และหาสภาวะท่ี
เหมาะสมในข้ันตอนของ dot-ELISA และศึกษาการเกิดปฏิกิริยาขามกลุม (cross-reaction) ระหวาง
พิษงูท้ังสองและเปรียบเทียบกับการตรวจวัดพษิงูกับวิธี ELISA บนไมโครเพลต 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



บทที่ 2 
 

วิธีการทดลอง 
 

อุปกรณการทดลอง 
 
1.  เคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง (Spectophotometer) Beckman Coulter รุน DU 650 
2.  เคร่ืองปนเหวีย่ง (Centrifuge)              Hettich รุน Universal 30 RF 
3.    เคร่ืองอานไมโครเพลต ELISA (Microplate Reader) Diagnostics Pasteur, LP 200 
4.  เคร่ืองเก็บแฟรคชั่น (Fraction Collector)            Bio-RAD, model 2110 
5.  เคร่ืองลางไมโครเพลต (Microtiter Plate Washer) Sanofi, PW 40 
6.  เคร่ืองช่ังละเอียด               Sartorius รุน 1620 MPB-1 
7.  เคร่ืองผสมสาร (Vortex Mixer)             Lab-line instrument, G-560E 
8.  ตูบม (Incubator)               Memmert 
9.    ถุงไดอะไลซิส (Dialysis Tube): M.W. cut off 3,000                 Spectrapor 
10.  ไมโครเพลต ELISA 96 หลุม (Microtiter plate 96 well) Costar 
11.  กระดาษไนโตรเซลลูโลส (Nitrocellulose Membrane) Mecherey-nagel 
12.  เคร่ืองอิเลคโตรโฟรีซิส 
13.  เคร่ืองวัด pH Cyberscan 
14.  เคร่ืองกวนผสมสาร (Magnetic Stirrer)                                      Framo- Geratetechnik, M 20/1 
15.  เคร่ืองจายกระแสไฟฟา (Power Supply)                                   Hoefer, PS 50 XT D 
 
สารเคมี 
 
1. พลาสมาท่ีมีแอนติบอดีตอพิษงูกะปะ สถานเสาวภา 
2. พลาสมาท่ีมีแอนติบอดีตอพิษงูเหา สถานเสาวภา 
3. พิษงูกะปะและพิษงูเหา สถานเสาวภา 
4. Cyanogen bromide activated Sepharose 4B Sigma � Aldrich 
5. Horse IgG Sigma 
6. Sephadex G-200 Phamacia 
7. Diethylaminoethyl cellulose Whatman 



8. Bovine Serum Albumin (BSA)      Sigma 
9. Peroxidase Type VI-A from Horseradish 987 units/mg solid Sigma, P-6782 
10.   Hydrochloric acid (HCl)      Merck 
11.  Glacial acetic acid      Merck 
12. 4-Chloro-1-Naphthol      Sigma 
13. 1,2-Phenylenediamine dihydrochloride (OPD)                Dako 
14. Kaleidoscope Prestained Standards Marker Protein   Biorad 
15. Polyethylene glycol, M.W. 8,000                 Sigma 
16. Sodium hydrogen carbonate (NaHCO3)   Merck 
17. Glycine                                                                                  Merck 
18. Sodium acetate (CH3COONa)    Merck 
19. Boric acid (H3BO3)      Merck 
20. Agar noble       Difco 
21. Acrylamide       Sigma 
22. Sodium dodecyl sulfate (SDS)    Sigma 
23. Ammonium persulfate     Merck 
24. N, N, N�, N�, -Tetramethyl-ethylenediamine (TEMED)  Sigma 
25. Bromophenol blue                                                                        Merck 
26. Coomassie Brilliant blue R     Sigma 
27. Tween 20       Sigma 
28. Folin-ciocaltens phenol reagent    Merck 
29. 2,4 � Dinitro-fluorobenzene (DNFB)    Sigma 
30. Sodium metaperiodate (NaIO4)    Sigma 
31. Sodium borohydride (NaBH4)    Sigma 
32. Ethylene glycol (C2H6O2)     Sigma 
33. Skim milk       Difco 
34. Triton X-100      Sigma 
35. Thimerosal (C2H5HgSC6H4COONa)    Fluka 
36. Sodium azide (NaN3)     Sigma 
37. Sodium hydrogen phosphate (Na2HPO4)   Merck 
38. Sodium hydrogen carbonate (NaHCO3)   Merck 
39. Tris (hydroxymethyl) aminomethane    Sigma 



วิธีการทดลอง 
  
1. การแยกแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษง ู
 

1.1 การแยกโกลบูลินโดยการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตและการแยก 
แกมมาโกลบูลินใหบริสุทธ์ิโดยวิธี Ion-exchange chromatography 

 
1.1.1 การแยกโกลบูลินโดยการตกตะกอนดวยแอมโมเนยีมซัลเฟต  

(Kawamura, 1982) 
 
นําพลาสมาของมาท่ีมีแอนติบอดีจําเพาะตอพิษงู (ซ่ึงไดรับความอนุเคราะหจาก

สถานีเพาะเล้ียงมาและสัตวทดลองฯ สถานเสาวภา) มาผสมกับน้ําเกลือในปริมาตรเทากัน แลว
คอยๆเติมสารละลายแอมโมเนียมซัลเฟตท่ีอ่ิมตัว (Saturated Ammonium Sulphate, SAS) ลงไป
พรอมกวนเบาๆ เพื่อใหไดปริมาณสารละลายอ่ิมตัวท้ังหมด 20 % ตั้งท้ิงไว 1 ชม. ท่ีอุณหภูมิ 4 oC 
นําไปปนแยกท่ีความเร็ว 9,000 rpm  เปนเวลา 15 นาที เก็บสวนน้ําใสมาเติมดวย SAS ใหไดปริมาณ
สารละลายอ่ิมตัวท้ังหมด 50 % ตั้งท้ิงไว 1 ชม. ท่ีอุณหภมิู 4 oC นําไปปนแยกท่ีความเร็ว 9,000 rpm 
อุณหภูมิ 4 oC เปนเวลา 15 นาที แยกสวนน้ําใสออกและเก็บสวนตะกอนท่ีไดนําไปละลายใน
น้ําเกลือ (ใชปริมาณเทากับท่ีใชในข้ันตอนแรก) และเติม SAS ลงไปใหไดปริมาณสารอ่ิมตัว 50% 
นําไปปนแยกท่ีความเร็ว 9,000 rpm ท่ีอุณหภูมิ 4 oC เปนเวลา 15 นาที เก็บสวนตะกอนท่ีไดนําไป
ละลายในน้ําเกลือ (ใชปริมาตรเทากับท่ีใชในตอนแรก) จากนัน้เติม SAS ลงไปเพ่ือใหไดปริมาณ
สารอ่ิมตัว 50 %  นําไปปนแยกท่ีความเร็ว 9,000 rpm  ท่ีอุณหภูมิ 4 oC เปนเวลา 15 นาที เก็บสวน
ตะกอนท่ีไดมาละลายในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร (PBS) แลวนําไปไดอะไลซ (dialyse) ใน PBS 
pH 7.2 ท่ีอุณหภูมิ 4 oC เพื่อกาํจัดแอมโมเนียมซัลเฟตออกไป 
 

1.1.2 การแยกแกมมาโกลบูลินใหบริสุทธ์ิโดยวิธี Ion-exchange chromatography 
(Levy, 1960) 

 
นําโกลบูลินท่ีแยกไดโดยการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต ดังขอ 1.1.1 มา

แยกใหบริสุทธ์ิโดยวิธี Ion-exchange chromatography โดยใช DEAE-cellulose ในสารละลาย
ฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.0175 M pH 6.3 ท่ีบรรจุในคอลัมนขนาด 1.8 × 25 เซนติเมตร นํา
โกลบูลินท่ีได (จากขอ 1.1.1) ไปปนแยกตะกอนท่ีความเร็ว 10,000 xg เปนเวลา 10 นาที นําสวนใส



มาผานลงในคอลัมนท่ีเตรียมไว จากนัน้ชะสารดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรเขมขน 0.0175 M 
pH 6.3 (บัฟเฟอรตัวท่ี 1) อัตราการไหล 30 มิลลิลิตรตอช่ัวโมงและเก็บสวนท่ีผานคอลัมนออกมา 
แฟรกช่ัน (fraction) ละ 2 มิลลิลิตร นําแฟรกช่ันท่ีแยกไดไปวดัคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 
280 นาโนเมตร จนวัดคาการดูดกลืนแสงไดเทากับ baseline จึงเปล่ียนเปนบัฟเฟอรตัวท่ี 2 คือ 
สารละลายโซเดียมฟอสเฟต ความเขมขน 0.4 M pH 5.2 ท่ีมีโซเดียมคลอไรด 2 M เพื่อชะโปรตีนท่ี
เหลืออยูในคอลัมนออกมา จนวดัคาการดดูกลืนแสงไดเทากับ baseline จึงกลับไปชะดวยบัฟเฟอร
ตัวแรกดังเดิม นําคาการดูดกลืนแสงท่ี 280 นาโนเมตรของแตละแฟรกช่ันมาเขียนกราฟ โดยแกน X 
เปนลําดับท่ีของแฟรกช่ันและแกน Y เปนคาการดูดกลืนแสง  

นําแตละแฟรกช่ันของ peak 1 ท่ีเปนแกมมาโกลบูลินมารวมกันแลวทําใหเขมขน
ข้ึนโดยใช PEG (polyethylene glycol) โดยใสแกมมาโกลบูลินลงใน dialysis tubing ท่ีมี MW cut 
off 3,500 ดาลตัน ปดหวัและทายของถุง นํามาวางบนจานแกว เทผง PEG (MW 8,000) ลงบนถุง  
ซ่ึง PEG จะดดูน้ําในถุงออก ทําใหปริมาณของสารละลายในถุงลดลงและมีความเขมขนสูงข้ึน ทํา
จนสารละลายในถุงเหลือปริมาณเล็กนอย วัดปริมาตรของสารละลาย จากนั้นเก็บสารละลายท่ีเหลือ
ในถุงไวท่ีอุณหภูมิ �20 oC วดัปริมาณโปรตีนของสารละลายแกมมาโกลบูลิน ดวยวิธี Lowry โดยใช
สารละลายท่ีตองการวัดปริมาณโปรตีน 100 ไมโครลิตรผสมกับสารละลาย A (ภาคผนวก) 3.0 
มิลลิลิตร ตั้งท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 10 นาที เติมสารละลาย B (ภาคผนวก) 0.3 มิลลิลิตร วาง
ตั้งท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาท ี นําไปวดัคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโน
เมตร อานคาปริมาณโปรตีนของสารละลายตัวอยาง โดยเปรียบเทียบคาการดูดกลืนแสงจากกราฟ
มาตรฐาน (standard curve) ดังรูปท่ี 2.1 ซ่ึงเปนสารละลายโปรตีนมาตรฐาน BSA ท่ีมีปริมาณ
โปรตีนต้ังแต    0- 200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตรวจสอบความบริสุทธ์ิของแกมมาโกลบูลินท่ีแยก
ไดดวยวิธี Immunodiffusion test (อางถึงหัวขอ 1.3.1) และ  SDS-PAGE  (อางถึงหัวขอ 1.3.2) 
จากนั้นทําการแบงแกมมาโกลบูลินออกเปน 2 สวน คือ  สวนที่ 1 นํามาใชสําหรับเคลือบบน
แผนกระดาษไนโตรเซลลูโลสและสวนท่ี 2 นํามาติดฉลากดวยเอนไซมเปอรออกซิเดส เพื่อใหได
แกมมาโกลบลิูน- เอนไซมเปอรออกซิเดสคอนจูเกต 
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รูปท่ี 2.1 กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสงกับความเขมขน

ของโปรตีนมาตรฐาน BSA 
 

1.2 การแยกแกมมาโกลบูลินโดยวิธี Affinity chromatography 
 

1.2.1  การเตรียม Affinity column ท่ีใชทําการแยกแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอ
พิษง ู(Pharmacia)  

 
ช่ัง CNBr-Sepharose 4B มา 1 กรัม ละลายในสารละลาย HCl ความเขมขน 10-3 M 

ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ใหอยูในรูปสารแขวนลอย นาํมากรองและลางบนตัวกรอง  ช่ังพิษงู  
20 มิลลิกรัมละลายในสารละลายโซเดียมไบคารบอเนต ความเขมขน 0.1 M pH 8.3 ปริมาตร  
10 มิลลิลิตร มาผสมกับ CNBr-Sepharose 4B ท่ีเตรียมไว ต้ังท้ิงไว 2-3 ช่ัวโมงท่ีอุณหภูมิหอง นํามา 
กรองและลางดวยสารละลาย Glycine ความเขมขน 0.2 M  ต้ังท้ิงไว 2-3 ช่ัวโมงท่ีอุณหภูมิหอง 
จากนั้นนํามาลางดวย (1) สารละลาย NaHCO3 ความเขมขน 0.1 M pH 8.3 (coupling buffer) และ
ลางตอดวย (2) สารละลาย CH3COONa ความเขมขน 0.1 M pH 4 จากนั้นลางดวยบัฟเฟอร (1) และ 



(2) สลับกัน 3 รอบ  แชเจลใหพองและอ่ิมตัวใน PBS, pH 7.4 เปนเวลา 12-24 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภมิู  
4 oC นําเจลท่ีเตรียมไดมาบรรจุในคอลัมนขนาด 1 × 5 เซนติเมตร และชะคอลัมนดวย PBS  pH 7.4 
ในปริมาตร 4- 5 เทาของปริมาตรท้ังหมดในคอลัมน ดังรูปท่ี 2.2  
 

1 g. ของ CNBr-Sepharose 4B ในสารละลาย HCl ความเขมขน 10-3 M ปริมาตร200 ml 
กรองและลางบนตัวกรอง 

             ช่ังพิษงู 20 mg ละลายใน 
         10 ml ของ 0.1 M NaHCO3 pH 8.3 

นําพิษงูมาผสมกับ Sepharose 4B 
                                                                                                   อุณหภูมิหอง , 2-3 ช่ัวโมง 

กรองและลางดวยสารละลาย Glycine ความเขมขน 0.2 M  
                                                                                       อุณหภูมิหอง , 2-3 ช่ัวโมง 
ลางดวยสารละลาย NaHCO3 ความเขมขน 0.1 M pH 8.3 [coupling buffer, (บัฟเฟอรท่ี 1)] 

 
ลางดวยสารละลาย CH3COONa ความเขมขน 0.1 M pH 4 (บัฟเฟอรท่ี 2) 

 
ลางกับสารละลายบัฟเฟอร ท่ี 1 และ  2 สลับกัน 3 รอบ 

 
บรรจุในคอลัมนขนาด 1 × 5 cm และชะดวย PBS (phosphate buffer saline) pH 7.4 

 
รูปท่ี 2.2 ข้ันตอนการเตรียม Affinity column ท่ีใชทําการแยกแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอ

พิษงู 
 

1.2.2 การแยกแกมมาโกลบูลินโดยวิธี Affinity chromatography  
          
นําพลาสมาของมาท่ีมีแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอพิษงูมาแยกแกมมาโกลบลิูน ดวยวิธี 

Affinity chromatography โดยผานพลาสมาลงในคอลัมนท่ีบรรจุ CNBr-Sepharose 4B ท่ีจับกับพษิงู 
(ท่ีเตรียมไวในขอ 1.2.1) ชะคอลัมนดวย PBS pH 7.4 (บัฟเฟอร ตัวท่ี 1) อัตราการไหล 15 มิลลิลิตร
ตอช่ัวโมง เกบ็สวนท่ีผานคอลัมนออกมาแฟรกช่ันละ 1 มิลลิลิตร เพื่อชะโปรตีนท่ีไมไดจับกับ
คอลัมนออกมา จนกระท่ังวดัคาการดูดกลืนแสงท่ี 280 นาโนเมตร ไดเทากับ baseline  แลวจงึ
เปล่ียนไปชะดวยสารละลาย Glycine/HCl ความเขมขน 0.1 M pH 2.5 (บัฟเฟอร ตัวท่ี 2) เก็บ 
แฟรกช่ันจากการชะบัฟเฟอรตัวท่ี 2 ซ่ึงในหลอดเก็บแฟรกช่ันจะมี Tris pH 9.0 เพื่อปรับ pH ของ



แกมมาโกลบลิูนที่แยกไดใหเปนกลาง  ทําการชะแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูซ่ึงจับอยูใน
คอลัมนออก จนไมมีโปรตนีออกมาแลวจงึเปล่ียนกลับไปชะดวยบัฟเฟอรตัวท่ี 1 แลวนําไปวัดคา
การดูดกลืนแสงท่ี 280 นาโนเมตร ไดเทากับ baseline นําแกมมาโกลบูลินท่ีไดแตละแฟรกช่ันใน 
peak 2 มารวมกันแลวไป dialyse (โดยใช dialysis tubing ท่ีมี MW. cut off 3,500) กับน้ํากล่ันท่ี
อุณหภูมิ 4 oC และไปทําใหเขมขนข้ึนโดยใช PEG (อางถึงหัวขอ 1.1.2) จากนัน้เก็บสารละลายท่ีได
ไวท่ีอุณหภูมิ �20 oC  ทําการวัดปริมาณโปรตีนดวยวิธี Lowry และตรวจสอบแกมมาโกลบูลินท่ีแยก
ไดดวยวิธี Immunodiffusion test (อางถึงหัวขอ 1.3.1) และ SDS-PAGE (อางถึงหัวขอ 1.3.2) 
จากนั้นทําการแบงแกมมาโกลบูลิน ออกเปน 2 สวน คือ สวนท่ี 1 ใชสําหรับเคลือบแผนกระดาษไน
โตรเซลลูโลส และสวนท่ี 2 นํามาติดฉลากดวยเอนไซมเปอรออกซิเดส เพื่อใหไดแกมมาโกลบูลิน- 
เอนไซมเปอรออกซิเดสคอนจูเกต 

 
1.3 การตรวจสอบแกมมาโกลบูลินท่ีแยกไดจากวิธี Ion - exchange chromatography และ
วิธี Affinity  chromatography 

 
1.3.1 การตรวจสอบแกมมาโกลบูลินโดยวิธี Immunodiffusion test  

(Ouchterlony, 1953) 
 
  นํา 1% agarose gel  ใน verosal buffer (วิธีเตรียมดูภาคผนวก) มาตมให  
agarose gel ละลายจนหมดแลวเทเจลปริมาตร 7.5 มิลลิลิตร ลงในจานแกวขนาดเสนผาศูนยกลาง  
5 เซนติเมตร รอใหเจลแข็งตัวเจาะหลุมตรงกลางจานแกวและรอบๆหลุมกลาง (ขนาดหลุม
เสนผาศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร) ดังรูปท่ี 2.3 นําพิษงูความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  ปริมาตร 
50 ไมโครลิตร ใสในหลุมกลาง (หลุม c) และแกมมาโกลบูลินท่ีแยกไดจากขอ 1.1.2 และ 1.2.2 หรือ
สารตัวอยางท่ีตองการทดสอบความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรและเจือจางเปนลําดับใน PBS ท่ี 
1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32 ใสในหลุมท่ี 1 - 6 ตามลําดับ หลุมละ 50 ไมโครลิตร นําจานแกวไปวางใน
กลองท่ีมีสําลีชุบน้ําเพื่อใหเกิดความชืน้ภายในกลอง ท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองขามคืน เพื่อให
เกิดปฏิกิริยาระหวางพิษงู (แอนติเจน) กับแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะกับพิษงู (แอนติบอดี) ถาสารท่ี
แยกไดจากขอ 1.1.2 และ1.2.2 เปนแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงจูะปรากฏเสนตะกอนใหเห็น   
 



                             
 

รูปท่ี 2.3  agarose gel plate สําหรับใชตรวจสอบแกมมาโกลบูลินดวยวิธี             
                              Immunodiffusion test.   
 

1.3.2  การตรวจสอบแกมมาโกลบูลินโดยวิธี SDS-PAGE (Laemmli, 1970) 
 
นําแกมมาโกลบูลินท่ีแยกไดจากขอ 1.1.2 และ 1.2.2 มาตรวจสอบดวยวิธี SDS-

PAGE  โดยใช 8% acrylamide ในสารละลาย Tris-HCl ความเขมขน 0.75 M pH 8.8 เปน separating 
gel และ 3.75 % acrylamide ในสารละลาย Tris-HCl ความเขมขน 0.125 M pH 6.8 เปน stacking 
gel ซ่ึงมีข้ันตอนในการเตรียมเจล  ดังนี ้

นําสวนของ separating gel ซ่ึงประกอบดวย 30 % acrylamide ปริมาตร 1.85 
มิลลิลิตร, Tris-HCl 3 M pH 8.8 ปริมาตร 1.75 มิลลิลิตร, 1 % SDS ปริมาตร 0.7 มิลลิลิตร, 
แอมโมเนียมเปอรซัลเฟต ปริมาตร 0.35 มิลลิลิตร, TEMED ปริมาตร 0.01 มิลลิลิตร, น้ํากล่ัน
ปริมาตร 2.35 มิลลิลิตร มาใสในแผนกระจกท่ีเตรียมไวดังรูปท่ี 2.4 รอใหเจลแข็งตัวจึงใสสวนของ 
stacking gel ซ่ึงประกอบดวย 30 % acrylamide ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร, Tris-HCl 0.5 M pH 6.8 
ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร, 1 % SDS ปริมาตร 0.4 มิลลิลิตร, แอมโมเนียมเปอรซัลเฟต ปริมาตร  
0.2 มิลลิลิตร, TEMED 0.005 มิลลิลิตร, น้ํากล่ันปริมาตร 1.9 มิลลิลิตร แลวใสหวีเขาไปทันที โดย
ปลายหวหีางจากผิวของช้ัน stacking gel ประมาณ 1 เซนติเมตร เม่ือเจลในสวนนี้แข็งตัวจึงนําไปตอ
เขากับชุดอุปกรณอิเลคโตรโฟริซีสท่ีใส Tris running buffer (วิธีเตรียมดูภาคผนวก) เรียบรอยแลว 
ดึงหวีออกแลวลางแตละหลุมดวย Tris running buffer เพื่อไลฟองอากาศในหลุมออก เตรียมสาร
ตัวอยางปริมาตร 10 ไมโครลิตร ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรผสมกับบรอมฟนอลบลู  
(0.5% bromophenol blue) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร เพื่อดูการเคล่ือนท่ีของสารในแผนเจล จากน้ันใส



สารตัวอยางในแตละหลุม ตอชุดอิเลคโตรโฟรีซิสเขากับเคร่ืองจายกระแสไฟฟา ใชกระแสไฟฟา  
30 มิลลิแอมแปรในข้ันตอนการแยกสาร ทําการทดลองท่ีอุณหภมิูหอง ปดกระแสไฟฟาเม่ือ
สังเกตเห็นแถบสีของบรอมฟนอลบลูเคล่ือนท่ีลงไปหางจากขอบเจลดานลางประมาณ 1 เซนติเมตร 
นําเจลไปยอมสีดวย Coomassie blue R 250 staining solution เปนเวลา 1 ชม. แลวลางสีออกจากพ้ืน
เจล (Background) ดวย destain solution (วิธีเตรียมดภูาคผนวก) เขยาเบาๆเปล่ียน destain solution 
หลายๆคร้ัง จนพื้นเจลใสและเหน็สีของแถบโปรตีน 
 

             
 
    
รูปท่ี 2.4 ชุดอุปกรณอิเลคโตรโฟรีซีส (Voet and Voet, 1995) 

 
2. วิธีการติดฉลากและการตรวจสอบการติดฉลากแกมมาโกลบูลินดวยเอนไซมเปอรออกซิเดส 
คอนจูเกต 

 
2.1 วิธีการติดฉลากแกมมาโกลบูลินดวยเอนไซมเปอรออกซิเดสคอนจูเกต (Nakane, 1974) 

 
การติดฉลากแกมมาโกลบูลินดวยเอนไซมเปอรออกซิเดส ทําไดโดยละลายเอนไซมเปอร

ออกซิเดส (HRP type VI-A; Sigma) ปริมาณ 10 มิลลิกรัม ในสารละลายโซเดียมไบคารบอเนต 
ความเขมขน 0.3 M pH 8.1 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร (โดยโซเดียมไบคารบอเนตจะเตรียมทันทีกอนท่ีจะ
ใช) และนํา 1 % DNFB (2,4-Dinitrofluorobenzene) ในเอธานอล ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร คอยๆเติม



ลงในสารละลายท่ีเตรียมไวและกวนเบาๆ วางตั้งท้ิงไว 1 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิหอง จากนั้นคอยๆเติม
สารละลาย sodium metaperiodate 0.06 M ในน้ํากล่ันปริมาตร 2 มิลลิลิตร ลงในสารละลายขางตน 
กวนเบาๆ ตั้งท้ิงไว 1 ช่ัวโมง.ท่ีอุณหภมิูหอง จนกระท่ังสีของสารละลายผสมเปล่ียนเปนสีเขียว
เหลือง แลวจึงคอยๆเติมสารละลาย ethylene glycol 0.16 M ในน้ํากล่ันปริมาตร 2 มิลลิลิตรลงใน
สารละลาย กวนเบาๆ ตั้งท้ิงไว 1 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิหอง จากนั้นนําสารละลาย (1) ท่ีไดมา dialyse  
3 คร้ัง ดวยสารละลายโซเดียมคารบอเนตบัฟเฟอร 0.01 M pH 9.5 ท่ีอุณหภูมิ 4 oC  

นําแกมมาโกลบูลินท่ีแยกไดจากขอ 1.1.2 หรือ ขอ 1.2.2 ปริมาณ 10 มิลลิกรัมละลายใน
สารละลายคารบอเนตบัฟเฟอร 0.01 M pH 9.5 ปริมาตร 1 มิลลิลิตรคอยๆเติมลงในสารละลาย (1) ท่ี
เตรียมไวขางตน กวนเบาๆ ตั้งท้ิงไว 2-3.ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิหอง จากนั้นเติม sodium borohydride 
ปริมาณ 5 มิลลิกรัม ลงในสารละลาย ตั้งท้ิงไว 3 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิ 4 oC  และนําสารละลายมา 
dialyse ใน PBS, pH 7.2 ท่ีอุณหภูมิ 4 oC  

นําสารละลายท่ีไดมาแยกโดยวิธี Gel filtration chromatography ดวย  Sephadex G-200 ใน
คอลัมนขนาด 0.8 × 70 เซนติเมตร แลวชะสารดวยสารละลาย PBS pH 7.2 อัตราการไหล  
10 มิลลิลิตรตอช่ัวโมง เก็บสวนท่ีผานคอลัมนออกมาแฟรกช่ันละ 1.5 มิลลิลิตร  นําแตละแฟรกช่ัน
ท่ีแยกไดไปวดัคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 280 และ 403 นาโนเมตร แลวนาํคาการดูดกลืน
แสงมาเขียนกราฟ 
 

2.2 การตรวจสอบการติดฉลากแกมมาโกลบูลินดวยเอนไซมเปอรออกซิเดสคอนจูเกต 
โดยวิธี ELISA บนไมโครเพลต  

 
นําแตละแฟรกช่ันท่ีแยกไดจากขอ 2.1 มาตรวจสอบโดยวิธี ELISA ซ่ึงมีข้ันตอนตามลําดับ 

คือ นําพิษงูท่ีจาํเพาะกับแกมมาโกลบูลินมาละลายในสารละลายคารบอเนตบัฟเฟอร 0.05 M pH 9.6 
ใหไดความเขมขน 2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ใสลงในไมโครเพลต (ELISA plate) หลุมละ 50 
ไมโครลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 4 oC เปนเวลา 20-24 ช่ัวโมง ลางดวย washing buffer (วิธีเตรียมดู
ภาคผนวก) ปริมาตร 200 ไมโครลิตรตอหลุม จํานวน 3 คร้ังๆละ 1 นาที เติม 1% BSA ใน PBST 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในทุกหลุม ตั้งท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ลางดวย 
washing buffer ปริมาตร  200 ไมโครลิตรตอหลุม  จํานวน 3 คร้ังๆละ 1 นาที เติมคอนจูเกตท่ีไดจาก
แตละแฟรกช่ันจากขอ 2.1 ลงในแตละหลุมปริมาตรหลุมละ 50 ไมโครลิตร ตั้งท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหอง 
เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ลางดวย washing buffer  ปริมาตร 200 ไมโครลิตรตอหลุม จํานวน 3 คร้ังๆละ  
1 นาที เติมสารละลายสับสเตรต OPD ลงในแตละหลุมๆละ 100 ไมโครลิตร วางไวท่ีอุณหภูมิหอง
เปนเวลา 30 นาที หยุดปฏิกิริยาดวยการเติมกรดซัลฟูริกความเขมขน 1 M ในแตละหลุมๆละ  



100 ไมโครลิตร นําไปวดัคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 492 นาโนเมตร ดวยเคร่ือง microplate 
reader 

 
3. การตรวจหาชนดิของพิษงู โดยวิธี dot-ELISA 
  

นําแกมมาโกลบูลินความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร หยดลงบนกระดาษไนโตร
เซลลูโลสปริมาตร 1 ไมโครลิตร นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 oC  เปนเวลา 1 ช่ัวโมงและลางดวย PBS  
3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที นําไปแชใน 5 %  blotto (วิธีเตรียมดูภาคผนวก) ต้ังท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองเปน
เวลา 1 ช่ัวโมง แลวลางดวย 0.5% blotto 3 คร้ังเปนเวลาคร้ังละ 5 นาที แลวปลอยไวใหแหง หยดพิษ
งูหรือตัวอยางท่ีตองการหาพษิงูท่ีมีความเขมขนตาง ๆกนัปริมาตร 1 ไมโครลิตร บมไวท่ีอุณหภูมิ  
37 oC เปนเวลา 1 ช่ัวโมง แลวลางดวย 0.5% blotto 3 คร้ังเปนเวลาคร้ังละ 5 นาที และแชในแกมมา
โกลบูลิน-เอนไซมเปอรออกซิเดสคอนจูเกต บมไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 1 ช่ัวโมง แลวลางดวย 
0.5% blotto 3 คร้ังเปนเวลาคร้ังละ 5 นาที จากนัน้นําไปแชในสารละลายสับสเตรต OPD เปนเวลา 
30 นาที แลวลางดวยน้ํากล่ันหลายๆคร้ัง (ดังรูปท่ี 2.5)  ดูสีท่ีเกิดข้ึนแตละจดุบนกระดาษไนโตร
เซลลูโลส   

 
(1)   Antibody (IgG) 

                                                                                        wash 
 

(2)   Blocking 
                                                                                        wash 

 
(3)   Sample or antigen 

                                                                                       wash 
 

(4)   IgG-horseradish peroxidase conjugate 
                                                                                       wash 

 
(5)   Substrate 

 
รูปท่ี 2.5  ข้ันตอนการทดสอบโดยวิธี dot-ELISA 
 



3.1 การหาชนิดของพิษงูโดยใชแกมมาโกลบูลินท่ีแยกดวยวธีิ Ion-exchange  
chromatography 

 
นําแกมมาโกลบูลินท่ีแยกโดยวิธี   Ion-exchange chromatography ท่ีใชสําหรับหยดเคลือบ

ลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลสและทําแกมมาโกลบูลิน- เอนไซมเปอรออกซิเดสคอนจูเกต   มาทํา
การทดสอบหาชนิดของพิษงูดวยวิธี dot-ELISA ตามข้ันตอนท่ีกลาวไวดังขอ 3 ขางตน 

  
3.2 การหาชนิดของพิษงูโดยใชแกมมาโกลบูลินท่ีแยกดวยวธีิ Affinity chromatography 
 

3.2.1 การหาความเขมขนท่ีเหมาะสมสําหรับขั้นตอนตาง ๆ  
 

3.2.1.1  การหาความเขมขนท่ีเหมาะสมของแกมมาโกลบลิูนท่ีจําเพาะตอ 
 พิษงูท่ีใชเคลือบบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส  
 (รูปท่ี 2.5 ขั้นตอนท่ี 1)   

 
โดยการเจือจางแกมมาโกลบูลินที่จําเพาะตอพิษงูท่ีจะนํามาใช เคลือบบน

กระดาษไนโตรเซลลูโลสใหมีความเขมขนเปน 1, 10, 50, 100, 200, 500 และ 1,000 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร แลวหยดลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส ปริมาตร 1 ไมโครลิตร โดยทําแบบ duplicate 
นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 oC เปนเวลา 1 ช่ัวโมง  จากน้ันนํากระดาษไนโตรเซลลูโลสไปตรวจสอบตาม
ข้ันตอนดังกลาวข้ันตน ดังรูปท่ี 2.5 เลือกความเขมขนตํ่าสุดของแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูท่ี
ใชเคลือบบนกระดาษไนโตรเซลลูโลสแลวใหสีท่ีเกดิชัดเจนท่ีสุด 

 
3.2.1.2 การหาความเขมขนท่ีเหมาะสมของแกมมาโกลบูลิน-เปอรออกซิ

เดสคอนจูเกต (รูปท่ี 2.5 ขั้นตอนท่ี 4) 
 

ทําตามข้ันตอน dot-ELISA ดังรูปท่ี 2.5 จนถึงข้ันตอนท่ี 4 ใชคอนจูเกตท่ี
เจือจางใน 5% blotto ในอัตราสวน undilute, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:50 และ 1:100 นําไปบมท่ี
อุณหภูมิ 37 oC  เปนเวลา 1 ช่ัวโมง จากนั้นนํากระดาษไนโตรเซลลูโลสไปตรวจสอบตามข้ันตอน
ดังกลาวข้ันตน ดังรูปท่ี 2.5 ดูสีท่ีเกิดขึ้นแตละจุดบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส  เลือกความเขมขนท่ี
เหมาะสมท่ีสุด โดยดูจากความชัดเจนของจุดสีบนกระดาษไนโตรเซลลูโลสแลวจึงนําความเขมขน
นั้นไปใชในการทดสอบตอไป 



3.2.2 การทดสอบหาอุณหภูมิท่ีเหมาะสม 
 

3.2.2.1 อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการบมแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูท่ี
ใชเคลือบบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส (รูปท่ี 2.5 ขั้นตอนท่ี 1)    

 
หยดแกมมาโกลบูลินท่ีมีความเขมขนท่ีเหมาะสมตามท่ีตองการ (จากขอ 

3.2.1.1) ลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลสปริมาตร 1 ไมโครลิตร นําไปบมท่ีอุณหภมิู 25, 37 และ  
56 oC และอุณหภูมิหองเปนเวลา 1 ช่ัวโมง  เพื่อทดสอบหาอุณหภูมิในการบมแกมมาโกลบูลินที่
เหมาะสม จากนั้นนํากระดาษไนโตรเซลลูโลสไปตรวจสอบตามข้ันตอนดังกลาวข้ันตน ดังรูปท่ี 2.5 

 
3.2.2.2  อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการบมพษิงูหรือตัวอยางท่ีตองการ 

ทดสอบ (รูปท่ี 2.5 ขั้นตอนท่ี 3)    
 
หยดพิษงูท่ีมีความเขมขน 1, 5, 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ลงบนกระดาษ

ไนโตรเซลลูโลสที่เคลือบดวยแกมมาโกลบูลินความเขมขนท่ีเหมาะสมปริมาตร 1 ไมโครลิตร 
นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 25, 37 และ 56 oC และอุณหภูมิหองเปนเวลา 1 ช่ัวโมง เพื่อทดสอบหาอุณหภูมิ
ในการบมพษิงูท่ีเหมาะสม จากนั้นนํากระดาษไนโตรเซลลูโลสไปตรวจสอบตามข้ันตอนดังกลาว
ข้ันตน ดังรูปท่ี 2.5 

  
3.2.3 การทดสอบหาระยะเวลาที่เหมาะสม 

 
3.2.3.1 ระยะเวลาท่ีเหมาะสมในขั้นตอนการเคลือบแกมมาโกลบูลินท่ี

จําเพาะตอพิษงูบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส 
 
หยดแกมมาโกลบูลินท่ีมีความเขมขนท่ีเหมาะสมตามท่ีตองการ    (จากขอ 

3.2.1.1) ลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส  ปริมาตร 1 ไมโครลิตร      นําไปบมท่ีอุณหภูมิท่ีเหมาะสม 
(จากขอ 3.2.2.1) เปนเวลา 15, 30, 45 และ 60 นาที  เพื่อทดสอบหาเวลาในการบมแกมมาโกลบูลินท่ี
เหมาะสม จากนั้นนํากระดาษไนโตรเซลลูโลสไปตรวจสอบตามข้ันตอนดังกลาวข้ันตน ดังรูปท่ี 2.5  

 
 



3.2.3.2 ระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการบมพิษงูหรือตวัอยางท่ีตองการ
ทดสอบ 

 
นํากระดาษไนโตรเซลลูโลสท่ีเคลือบดวยแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษ

งูความเขมขนท่ีเหมาะสม (จากขอ 3.2.1.1) และทําตามข้ันตอนทดสอบโดยวธีิ dot-ELISA 
ตามลําดับ จนถึงข้ันตอนท่ี 3 หยดพษิงูท่ีมีความเขมขน 1, 5, 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร  
1 ไมโครลิตร  ลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลสตรงตําแหนงท่ีเคลือบไวดวยแกมมาโกลบูลิน นําไป
บมท่ีอุณหภูมิท่ีเหมาะสม (จากขอ 3.2.2.2) เปนเวลา 15, 30, 45 และ 60 นาที โดยในแตละข้ันตอน
ทําตามข้ันตอนดังกลาวข้ันตน ดังรูปท่ี 2.5  

 
3.2.3.3 ระยะเวลาท่ีเหมาะสมในขั้นตอนการแชคอนจูเกต  

 
นํากระดาษไนโตรเซลลูโลสท่ีเคลือบดวยแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษ

งูความเขมขนท่ีเหมาะสม (จากขอ 3.2.1.1) และทําตามข้ันตอนทดสอบโดยวธีิ dot-ELISA 
ตามลําดับ จนถึงข้ันตอนในการแชคอนจูเกต แชกระดาษไนโตรเซลลูโลสในคอนจูเกตท่ีความ
เขมขนท่ีเหมาะสม (จากขอ 3.2.1.2) และนาํไปบมท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 15, 30, 45 และ 60 นาที 
ตามลําดับ เพื่อหาระยะเวลาท่ีเหมาะสมในขั้นตอนการแชคอนจูเกต จากน้ันทําตามข้ันตอนอ่ืน ดงั
แสดงในรูปท่ี 2.5 
 

3.2.3.4 ระยะเวลาท่ีเหมาะสมในขั้นตอนการลาง 
 
กระดาษไนโตรเซลลูโลสที่ทําตามข้ันตอนในรูปท่ี 2.5 จํานวน 3 ชุด ซ่ึง

ในข้ันตอนการลางดวย 0.5% blotto นั้นแตละชุดลางเปนเวลาตางๆกนั ชุดที่ 1 ลาง 3×1 นาที, ชุดที่ 
2 ลาง 3×2 นาที, ชุดท่ี 3 ลาง 3×5 นาที 
 

3.2.4 การทดสอบหาสับสเตรตท่ีเหมาะสมในการทดสอบ 
 

ในข้ันตอนสุดทาย (ข้ันตอนท่ี 5) แชกระดาษไนโตรเซลลูโลสในสารละลายสับ 
สเตรตโดยใช OPD (o-phenylenediamine dihydrochloride) ละลายในนํ้ากล่ัน (0.66 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร) และ naphthol (4-chloro-1-naphthol) ละลายใน PBS (0.6 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) เปน
สับสเตรตแลวเปรียบเทียบความชัดเจนของสีท่ีเกิดขึ้นบนกระดาษไนโตรเซลลูโลสโดยในแตละ
ข้ันตอนทําตามข้ันตอนดังกลาวข้ันตน ดังรูปท่ี 2.5 



 เม่ือหาสภาวะท่ีเหมาะสมในแตละข้ันตอนในการทํา dot-ELISA บนกระดาษไนโตร
เซลลูโลสแลว จึงนํามาตรวจสอบเพ่ือหาปริมาณพิษงูท่ีสามารถตรวจสอบไดท้ังของพิษงูกะปะและ
พิษงูเหา ตามขั้นตอนของวธีิ dot-ELISA บนกระดาษไนโตรเซลลูโลส ดังรูปท่ี 2.5 โดยการเจือจาง
พิษงูกะปะใน PBS ใหมีความเขมขน 0.2, 1, 5 และ 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร แลวทดสอบหา
ปริมาณพิษงู โดยจะใช  PBS เปนชุดควบคุม (control) สําหรับการตรวจสอบปริมาณพิษงูเหานั้นใช
วิธีการเชนเดียวกัน (ดังรูปท่ี 2.5) และใชสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีหาไดในแตละข้ันตอนจากขอ 3 ใน
การตรวจสอบพิษงูท้ังสองชนิด 
 
4. การทดสอบดูปฏิกิริยาขามกลุม (cross-reaction) บนกระดาษไนโตรเซลลูโลส 
 

นําแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูกะปะมาทดสอบดูปฏิกิริยาขามกลุมกับพิษงูเหา โดย
ทําการทดสอบตามข้ันตอนของวิธี dot-ELISA  ซ่ึงในขั้นตอนการตรวจสอบพิษงูจะใชพิษงูกะปะ
และพิษงเูหาท่ีละลายในซีร่ัม (serum) ของคนปกติความเขมขน 0.2, 1, 5 และ 25 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร หยดลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลสท่ีเคลือบดวยแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูกะปะ
และเชนเดียวกนั นําแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูเหามาทดสอบดูปฏิกิริยาขามกลุมกับพิษงู
กะปะ โดยทําการทดสอบตามข้ันตอนของวิธี dot-ELISA ซ่ึงในข้ันตอนการตรวจสอบพิษงูจะทํา
การหยดพิษงูเหาและพษิงูกะปะท่ีละลายในซีร่ัมของคนปกติความเขมขน 0.2, 1, 5 และ 25 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลสที่เคลือบดวยแกมมาโกลบลิูนที่จําเพาะตอ
พิษงูเหา จากนั้นทําตามข้ันตอนการหาชนิดของพิษงูโดยวิธี dot-ELISA ตามลําดับและดจูุดสีท่ี
เกิดข้ึนบนกระดาษไนโตรเซลลูโลสเพื่อดูปฏิกิริยาขามกลุมของงูแตละชนิด 
 
5. เปรียบเทียบการตรวจสอบชนิดของพิษงูโดยวิธี ELISA บนไมโครเพลต และวิธี dot-ELISA บน
กระดาษไนโตรเซลลูโลส  

  
5.1 การตรวจสอบชนิดของพิษงูโดยวิธี ELISA บนไมโครเพลต  

 
     นําแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงกูะปะ มาละลายในสารละลายคารบอเนตบัฟเฟอร  

0.05 M pH 9.6 ใหมีความเขมขน 4 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ใสหลุมละ 50 ไมโครลิตร บมท่ี
อุณหภูมิ 4 oC เปนเวลา 12-24 ช่ัวโมง ลางดวย  washing buffer ปริมาตร 200 ไมโครลิตรตอหลุม
จํานวน 3 คร้ังๆ ละ 1 นาที เติม 1 % BSA ใน PBST ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในทุกหลุม ตั้งไวท่ี
อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ลางดวย washing buffer ปริมาตร 200 ไมโครลิตรตอหลุม จํานวน 
3 คร้ังๆ ละ 1 นาที เติมพิษงูกะปะความเขมขนตางๆ ในสารละลาย diluent (วิธีเตรียมดูภาคผนวก)



หลุมละ 50 ไมโครลิตร โดยหลุมท่ีใชเปน control จะเติมเฉพาะสารละลาย diluent เทานั้น ต้ังท้ิงไว
ท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ลางดวย washing buffer ปริมาตร 200 ไมโครลิตรตอหลุม 
จํานวน 3 คร้ังๆ ละ 1 นาที  เติมแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูกะปะ-เอนไซมเปอรออกซิ
เดสคอนจูเกต ท่ีความเจือจางตางๆ (1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256, 1:512) ในสารละลาย 
diluent ลงในแตละหลุม ปริมาตรหลุมละ 50 ไมโครลิตร  ต้ังท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา  
1 ช่ัวโมง ลางดวย washing buffer ปริมาตร 200 ไมโครลิตรตอหลุม จํานวน 3 คร้ังๆ ละ 1 นาที เติม
สารละลายสับสเตรต OPD  ลงในแตละหลุม ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร ต้ังท้ิงไวท่ี
อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที และเติมกรดซัลฟูริกความเขมขน 1 M ลงในแตละหลุมๆละ 100 
ไมโครลิตร  เพื่อหยดุปฏิกริิยา นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 492 นาโนเมตร ดวย
เคร่ือง microplate reader สําหรับการตรวจสอบปริมาณพิษงูเหานัน้ใชวธีิการเชนเดยีวกัน 
 

5.2 การตรวจสอบชนิดของพิษงูโดยวิธี dot-ELISA บนกระดาษไนโตรเซลลูโลส และการ
ทดสอบความแมนยํา 

 
      5.2.1 การตรวจสอบชนิดของพษิงูโดยวิธี dot-ELISA บนกระดาษไนโตรเซลลูโลส 

 
ใชสภาวะท่ีเหมาะสมของแตละข้ันตอน ในการทํา dot-ELISA บนกระดาษไนโตร

เซลลูโลสที่หาไดจากขอ 3 นํามาตรวจสอบชนิดของพิษงู โดยการเจือจางพิษงูกะปะในซีร่ัมของคน
ปกติใหมีความเขมขน 0.2, 1, 5 และ 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรแลวใชทดสอบบนกระดาษไนโตร
เซลลูโลส โดยจะใชซีร่ัมของคนปกติเปนชุดควบคุม สําหรับการตรวจสอบปริมาณพิษงูเหานั้นใช
วิธีการเชนเดียวกัน (ดังรูปท่ี 2.5) โดยการเจือจางพษิงูเหาในซีร่ัมของคนปกติใหมีความเขมขน 0.2, 
1, 5, และ 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรและใชสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีหาไดในแตละข้ันตอนข้ันตนใน
การตรวจสอบ 

 
  5.2.2 การทดสอบความแมนยํา 
 

การทดสอบหาคาความแมนยํา (precision) ของการตรวจหาชนดิของพิษงูโดยการ
คํานวณจากการทดสอบซํ้าสิบคร้ัง ซ่ึงคาท่ีไดจะนํามาคํานวณหาคาสัมประสิทธ์ิความแปรปรวน 
(coefficiency of  variation), % CV  

จากสูตร % CV  =     SD     × 100 
                              MEAN                           

 



บทที่ 3 
 

ผลการทดลอง 
 

1. การแยกแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษง ู
 

1.1  การแยกโกลบูลินโดยการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตและ 
การแยกแกมมาโกลบูลินใหบริสุทธ์ิโดยวิธี Ion-exchange  chromatography 

 
นําพลาสมามาท่ีมีแอนติบอดท่ีีจําเพาะตอพษิงูมาตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต เพื่อ

แยกโกลบูลินออกมา จากนัน้ทําการแยกโกลบูลินใหบริสุทธ์ิโดยวิธี Ion-exchange chromatography 
ซ่ึงเปนเทคนิคการแยกสารโดยใชหลักการแลกเปล่ียนไอออนในสารละลาย ทําการแยกตามวิธีของ 
Levy and Sober, 1960 โดยการนําโกลบูลินที่ไดจากการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตมาผาน
คอลัมนท่ีบรรจุดวย DEAE-cellulose แลวทําการชะดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน  
0.0175 M pH 6.3 ซ่ึงเปนตัวชะตัวท่ี 1 ซ่ึงแกมมาโกลบลิูนจะถูกชะและตามดวยตัวชะตัวท่ี 2 คือ
สารละลายโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.4 M pH 5.2 ท่ีมีโซเดียมคลอไรด 2 M เพื่อชะ
เอาโปรตีนท่ีจบักับคอลัมนออกมาได โดยมี Chromatogram เปนดังกราฟรูปท่ี 3.1 ซ่ึงเปนการแยก
แกมมาโกลบลิูนที่จําเพาะตอพิษงูกะปะ (แฟรกช่ัน 10-35) มีปริมาณโปรตีน 257.5 มิลลิกรัมและ
กราฟรูปท่ี 3.2 ซ่ึงเปนการแยกแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูเหา (แฟรกช่ัน 9-62) มีปริมาณ
โปรตีน 206.8 มิลลิกรัม เก็บแกมมาโกลบูลินท่ีแยกไดและนําไปทดสอบแอนติบอดีตอพิษงูกะปะ
และพิษงเูหา ตรวจสอบความบริสุทธ์ิดวยวิธี SDS-PAGE จากนั้นแบงเปน 2 สวนสวนหนึ่งจะเก็บ
ไวเคลือบบนกระดาษไนโตรเซลลูโลสและ ELISA plate อีกสวนหนึ่งจะนําไปติดฉลากดวย
เอนไซมเปอรออกซิเดส เพื่อนําไปใชในข้ันตอนตรวจสอบพิษงูของวธีิ dot-ELISA ตอไป 

 
1.2 การแยกแกมมาโกลบูลินโดยวิธี Affinity  chromatography 

 
ในการแยกแกมมาโกลบูลินใหบริสุทธ์ิโดยวิธี Affinity chromatography โดยการใช

พลาสมาท่ีจําเพาะตอพษิงูมาผานคอลัมนท่ีบรรจุดวย CNBr-Sepharose 4B ท่ีจับกับพิษงูชะดวย
บัฟเฟอร PBS pH 7.4 เปนบัฟเฟอรตัวแรกซ่ึงจะชะโปรตีนอ่ืนๆ และโกลบูลินท่ีไมจําเพาะตอพิษงู
ในคอลัมนออกมา สวนโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูจะจับอยูกับพษิงูในคอลัมน วัดคาการดูดกลืนแสง
ท่ี 280 นาโนเมตรของแฟรกช่ันท่ีเก็บจนกระท่ังไดเทากับ baseline จึงเปล่ียนตัวชะเปนสารละลาย 



Glycine/HCl ความเขมขน 0.1 M pH 2.5 เปนบัฟเฟอรตัวท่ี 2 เพื่อชะสวนของแกมมาโกลบูลินท่ี
จําเพาะกับพิษงูท่ีจับอยูในคอลัมนออกมาวัดคาดดูกลืนแสงท่ี 280 นาโนเมตรไดเทากับ baseline จึง
กลับไปชะดวยบัฟเฟอรตวัแรก จากกราฟรูปท่ี 3.3 ซ่ึงแสดง Chromatogram ของการแยกแกมมา
โกลบูลินท่ีจําเพาะตอพษิงูกะปะเก็บรวบรวมแฟรกช่ันท่ี 33-42 ภายใต peak ท่ี 2 ซ่ึงเปนสวนของ
แกมมาโกลบลิูนที่จําเพาะตอพิษงูกะปะและวัดปริมาณโปรตีนได 4.86 มิลลิกรัม (2.31% yield) ใน
ทํานองเดียวกนัผลการแยกแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูเหา ดังแสดงในกราฟรูปท่ี 3.4 เก็บ
รวบรวมแฟรกช่ันท่ี 48-55 ภายใต peak ท่ี 2 และนําไปวัดปริมาณโปรตีนได 3.51 มิลลิกรัม (2.48% 
yield) นําแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพษิงูท่ีแยกไดไปทดสอบแอนติบอดีตอพิษงู, ความบริสุทธ์ิ
และแบงเปน 2 สวน สวนหนึ่งสําหรับไวเคลือบบนกระดาษไนโตรเซลลูโลสและ ELISA plate อีก
สวนหนึ่งจะนาํไปติดฉลากกับเอนไซมเปอรออกซิเดส เพื่อนําไปใชในข้ันตอนตรวจสอบพิษงูของ
วิธี dot-ELISA ตอไป 

เม่ือทําการแยกสวนของแกมมาโกลบูลินท่ีตองการในหลาย ๆ คร้ังโดยใชคอลัมนอันเดิมท่ี
เตรียมไวจะพบวา ประสิทธิภาพการจับระหวางแกมมาโกลบูลินกับพษิงูในแตละคร้ังจะนอยลงทํา
ใหปริมาณแกมมาโกลบูลินท่ีตองการมีปริมาณลดลง อาจเนื่องจากมีการเปล่ียนบัฟเฟอรท่ีมีคาความ
เปนกรดสูง ทําใหประสิทธิภาพการจับกนัลดลงและแมวาแกมมาโกลบูลินท่ีเตรียมไดในแตละคร้ัง
มีปริมาณนอย เนื่องจากคอลัมนมีขนาดเล็กแตก็ชวยลดข้ันตอนการแยกสวนของอัลบูมินออกดวย
วิธีการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต (Russell, et al., 1985) 
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รูปท่ี 3.1 การแยกแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพ

chromatography  ทําการแยกดวย DEA
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขม
ดวยบัฟเฟอรตัวท่ี 2 ในแฟรกช่ันท่ี 10
ความเขมขน 0.4 M pH 5.2 ท่ีมีสาร
อัตราการไหล 30 มิลลิลิตรตอช่ัวโมง 
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ษิงูกะปะ โดยวิธี Ion-exchange 
E-cellulose ซ่ึงชะดวยบัฟเฟอรตัวแรกคือ
ขน 0.0175 M pH 6.3 และเปล่ียนมาชะ
1  คือสารละลายโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร
ละลายโซเดียมคลอไรดความเขมขน 2 M 
   ปริมาตรแฟรกช่ัน 2 มิลลิลิตร  
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รูปท่ี3.2 การแยกแกมมาโ
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กลบูลินท่ีจําเพาะตอพษิ
  ทําการแยกดวย DEAE
ฟตบัฟเฟอรความเขมขน
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งูเหา โดยวิธี Ion-exchange 
-cellulose ซ่ึงชะดวยบัฟเฟอรตัวแรกคือ
 0.0175 M pH 6.3 และเปล่ียนมาชะ

6  คือสารละลายโซเดียมฟอสเฟตความ
ายโซเดียมคลอไรดความเขมขน 2 M  
ริมาตรแฟรกช่ัน 2 มิลลิลิตร  
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รูปท่ี 3.3  การแยกแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะต

ทําการแยกดวย MPV-Sepharose 
คือสารละลาย PBS  pH 7.4 และจ
สารละลาย Gly/HCl ความเขมขน
ตอช่ัวโมง ปริมาตรแฟรกช่ัน 1 มิล
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อพิษงูกะปะโดยวิธี Affinity chromatography 
4B affinity column ซ่ึงชะดวยบัฟเฟอรตัวแรก
ึงชะดวยบัฟเฟอรตัวท่ี 2 ในแฟรกช่ันท่ี 30 คือ

 0.1 M pH 2.5 อัตราเร็วในการชะ 15 มิลลิลิตร
ลิลิตร   
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รูปท่ี 3.4  การแยกแกมมาโ

ทําการแยกดวย 
คือสารละลาย P
สารละลาย Gly/
ตอช่ัวโมง ปริมา
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กลบูลินท่ีจําเพาะตอพษิงูเหาโดยวิธี 
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BS pH 7.4 และจึงชะดวยบัฟเฟอรตัว
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Affinity chromatography 
ซ่ึงชะดวยบัฟเฟอรตัวแรก
ท่ี 2 ในแฟรกช่ันท่ี 40 คือ
เร็วในการชะ 15 มิลลิลิตร



1.3  การตรวจสอบแกมมาโกลบูลินท่ีแยกไดจากวิธี Ion-exchange chromatography และ
วิธี Affinity  chromatography 

 
1.3.1  การตรวจสอบแกมมาโกลบูลินโดยวิธี Immunodiffusion test 

 
เม่ือนําแกมมาโกลบูลินท่ีแยกไดโดยวิธี Ion-exchange chromatography (จากขอ 

1.1) และโดยวธีิ Affinity  chromatography (จากขอ 1.2) มาตรวจสอบโดยวิธี Immunodiffusion test 
ซ่ึงเปนการทําปฏิกิริยาระหวางแอนติบอดกีับแอนติเจน โดยใช 1% agarose gel ในจานแกวขนาด
เสนผาศูนยกลาง 5 เซนติเมตร ซ่ึงหลุมกลางจะใสพิษงกูะปะความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
และหลุมรอบๆหลุมกลางจะใสแกมมาโกลบูลินท่ีแยกไดจากขอ 1.1 และขอ 1.2 ความเขมขน  
1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรและเจือจางแบบ 2-fold serial dilution 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32 ในหลุมท่ี  
1- 6 ตามลําดับ ท้ิงไวขามคืนในกลองที่มีความช้ืน จากนั้นเม่ือนําจานแกวมาสองดูกับหลอดไฟ
ฟลูออเรสเซนส พบวา แกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูท่ีไดจากการแยกโดยวธีิ Ion-exchange 
chromatography ทําปฎิกิริยากับพษิงูกะปะท่ีหลุมกลางเห็นเสนตะกอนขาวขุนเกดิข้ึนอยูกึ่งกลาง
ระหวางหลุม c กับหลุม 1 และเสนตะกอนจะเกดินอยลงในหลุม 2, 3 และไมเกิดเสนตะกอนในหลุม
ท่ี 4-6 ดังรูปท่ี 3.5 สําหรับแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูกะปะท่ีไดจากการแยกโดยวิธี Affinity 
chromatography ทําปฎิกิริยากับพษิงูกะปะท่ีหลุมกลางเห็นเสนตะกอนขาวขุนเกิดข้ึนเชนกนัซ่ึงอยู
กึ่งกลางระหวางหลุม c กับหลุม 1 ดังรูปท่ี 3.6 และเสนตะกอนจะเกดินอยลงในหลุม 2, 3 และ 4 
และไมเกิดเสนตะกอนในหลุมท่ี 5- 6 ดังนั้นแกมมาโกลบูลินท่ีแยกไดจากท้ังสองวิธีจะทําปฏิกิริยา
กับพิษงูท่ีหลุมกลางเกิดเสนตะกอนข้ึน นัน่คือสวนของแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูนั้น ในการ
ทดสอบความเขมขนของหลุมเร่ิมตนควรจะเทากับหลุมกลางเพราะจะทําใหเสนตะกอนเกิดข้ึนท่ี
กึ่งกลาง หากความเขมขนของหลุมไมเทากันจะทําใหเสนตะกอนท่ีเกิดข้ึนอยูใกลกับหลุมท่ีมีความ
เขมขนนอยกวา เม่ือทําการเปรียบเทียบปริมาณของแกมมาโกลบูลินท่ีมีความแรง (potency) ตอพิษงู
ท่ีไดจากการแยกใหบริสุทธ์ิโดยวิธี Ion-exchange chromatography (จากรูปท่ี 3.5) และโดยวิธี 
Affinity  chromatography (จากรูปท่ี 3.6) จะเห็นวาแกมมาโกลบูลินท่ีแยกไดโดยวิธี Ion-exchange 
chromatography มีระดับแอนติบอดีท่ีมีความแรงตอพิษงถึูงอัตราสวน 1:4 และแกมมาโกลบูลินท่ี
แยกไดโดยวิธี Affinity chromatography จะมีความแรงตอพิษงูถึงอัตราสวน 1:8 ท่ีความเขมขน
เร่ิมตน (undilute)  1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเทากัน ดังนัน้จึงกลาวไดวาแกมมาโกลบลิูนที่แยกไดโดย
วิธี Affinity chromatography จะมีแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพษิงูมากกวาแกมมาโกลบูลินท่ีแยก
โดยวิธี Ion-exchange chromatography  
 
 



 

              
 

รูปท่ี 3.5 ผล Immunodiffusion ของแกมมาโกลบูลินท่ีแยกไดจากวิธี Ion-exchange 
Chromatography, หลุม c = พิษงูกะปะ 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร, หลุม 1- 6 คือ 
แกมมาโกลบลิูน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรท่ีเจือจางในอัตราสวน = undilute, 1:2, 
1:4, 1:8, 1:16, 1:32          

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 

 



 

               
 
 
รูปท่ี3.6 ผล Immunodiffusion ของแกมมาโกลบูลินท่ีแยกไดจากวิธี Affinity 

Chromatography, หลุม c = พิษงูกะปะ 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร, หลุม 1-6 คือ 
แกมมาโกลบลิูน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรท่ีเจือจางในอัตราสวน = undilute, 1:2, 
1:4, 1:8, 1:16, 1:32          

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



1.3.2 การตรวจสอบแกมมาโกลบูลินโดยวิธี SDS-PAGE 
 

แกมมาโกลบลิูนที่แยกใหบริสุทธ์ิ โดยวิธี Ion exchange chromatography (จากขอ 
1.1) และโดยวธีิ Affinity chromatography (จากขอ 1.2) นํามาตรวจสอบโดยวิธี SDS-PAGE ซ่ึงเปน
เทคนิคการแยกสารโดยใชการเคล่ือนท่ีของโมเลกุลท่ีมีประจุในสนามไฟฟา ในการทดลองใช 8 % 
acrylamide ใน 0.75 M Tris-HCl  pH 8.8  เปน separating gel และจะใช  3.75 % acrylamide  ใน 
0.125 M Tris-HCl pH 6.8 เปน stacking gel แลวนํามาเทียบกับแถบโปรตีน Horse IgG มาตรฐาน
และแถบโปรตีนมาตรฐานซ่ึงประกอบดวยโปรตีน 7 ชนิดไดแก Aprotinin (7.1 kDa), Lysozyme 
(18.1 kDa), Soybean trypsin inhibitor (31.8 kDa), Carbonic anhydrase (41.3 kDa), Bovine serum 
albumin (89.0 kDa), β-Galactosidase (131.0 kDa) และ Myosin (210.0 kDa) ดังรูปท่ี 3.7 พบวา
แกมมาโกลบลิูนที่จําเพาะตอพิษงูกะปะ (แถวท่ี 4) และแกมมาโกลบูลินที่จําเพาะตอพิษงูเหา (แถวท่ี 
5) ซ่ึงแยกโดยวิธี Ion - exchange chromatography รวมถึงแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูกะปะ
(แถวท่ี 6) และแกมมาโกลบูลินที่จําเพาะตอพษิงูเหา (แถวท่ี 7) ซ่ึงแยกโดยวิธี Affinity 
chromatography ปรากฏแถบโปรตีนแถบเดียวมีขนาดโมเลกุล 140 กิโลดาลตันและตรงกับแถบของ
โปรตีน Horse IgG มาตรฐาน ไมพบแถบโปรตีนของอัลบูมินดังเชนในแถวท่ี 3 ท่ีแสดงแถบโปรตีน
ของพลาสมาท่ีประกอบดวยโกลบูลิน, อัลบูมินและโปรตีนอ่ืนๆ ดังนั้นการแยกแกมมาโกลบูลินท่ี
จําเพาะตอพิษงูกะปะและจําเพาะตอพษิงูเหาท้ังโดยวิธี Ion - exchange chromatography และโดยวิธี 
Affinity chromatography สามารถแยกโปรตีนสวนอ่ืนในพลาสมาออกจากแกมมาโกลบูลินที่
ตองการได  
              

  
                              

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



                       
 

รูปท่ี 3.7  การตรวจสอบแกมมาโกลบูลินโดยวิธี SDS-PAGE โดยใช separating gel เปน 
8% acrylamideใน 0.75 M Tris-HCl  pH 8.8 และใช stacking gel เปน 3.75% 
acrylamideใน 0.125 M Tris-HCl pH 6.8 เปดกระแสไฟฟา 30 มิลลิแอมแปร
และใช Tris running buffer ในข้ันตอนการแยกสารแลวนําเจลไปยอมสีกับ 
Coomassie blue R 250 staining solution ลางกับ destain solution 
แถวท่ี 1  โปรตีนมาตรฐาน (kDa) A=210, B=131, C=89, D=41.3, E=31.8, 

F=18.1, G= 7.1 
แถวท่ี 2  โปรตีน Horse IgG มาตรฐาน 
แถวท่ี 3  พลาสมาต้ังตน (Horse Plasma) 
แถวท่ี 4  แกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูกะปะท่ีแยกโดยวิธี Ion-exchange 

chromatography 
แถวท่ี 5  แกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูเหาท่ีแยกโดยวิธี Ion-exchange 

chromatography 
แถวท่ี 6  แกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูกะปะท่ีแยกโดยวิธี Affinity  

chromatography 
แถวท่ี 7  แกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูเหาท่ีแยกโดยวิธี Affinity 

chromatography 
 



2.  การแยกแกมมาโกลบูลิน-เอนไซมเปอรออกซิเดสคอนจูเกตโดยวิธี Gel filtration    
chromatography และการตรวจสอบการติดฉลากแกมมาโกลบูลินดวยเอนไซมเปอรออกซิ
เดสคอนจูเกตโดยวิธี ELISA บนไมโครเพลต  

 
เม่ือเตรียมแกมมาโกลบูลิน-เอนไซมเปอรออกซิเดสคอนจูเกตตามวิธีของ Nakane (1974) 

แลวนํามาผานคอลัมนซ่ึงบรรจุดวย  Sephadex G-200 เพื่อแยกคอนจูเกตออกจากแกมมาโกลบูลิน
และเอนไซมเปอรออกซิเดสที่ไมไดจับกันเปนคอนจูเกต ดวยหลักการของ Gel filtration 
chromatography ซ่ึงเปนเทคนิคการแยกสารโดยใชขนาดโมเลกุล โดยตัวดูดซับซ่ึงเปนเจลท่ีมีรูพรุน
จะมีสมบัติยอมใหโมเลกุลขนาดเล็กผานเขาไปขางในรูพรุนได แตโมเลกุลขนาดใหญกวารูจะไม
สามารถเขาไปไดทําใหถูกชะออกมากอน และสารท่ีมีโมเลกุลขนาดเล็กจะเคล่ือนท่ีดวยอัตราชากวา 
การแยกสารโดยอาศัยความแตกตางของขนาดโมเลกุลของสาร ในกรณีนี้คอนจูเกตมีโมเลกุลใหญ
ท่ีสุดจะผานออกมากอน สวนแกมมาโกลบูลินและเอนไซมเปอรออกซิเดสจะเขาไปผานชองของ 
Sephadex G-200 จะเคล่ือนออกมาทีหลังตามลําดับ 

จากผลที่แสดงในกราฟรูปท่ี 3.8 ซ่ึงเปนการแยกแกมมาโกลบูลินที่จําเพาะตอพิษงูกะปะ 
(โดยวิธี Ion-exchange chromatography) � เอนไซมเปอรออกซิเดสคอนจูเกต พบวา แยกได peak 
ขนาดใหญท่ีมี shoulder และ tail (แฟรกช่ันท่ี 14-28)  มีปริมาณโปรตีน 2.35 มิลลิกรัม (77.5% 
yield) และกราฟรูปท่ี 3.10 ซ่ึงเปนการแยกแกมมาโกลบูลินที่จําเพาะตอพิษงูเหา (โดยวิธี Ion-
exchange chromatography)-เอนไซมเปอรออกซิเดสคอนจูเกต ได peak (แฟรกช่ันท่ี 12-27) เดียว
เชนกันโดยมีปริมาณโปรตีน 2.48 มิลลิกรัม (91.3% yield) จะเห็นวาการแยกคอนจเูกตของท้ังสอง
คร้ังไมสามารถแยกแกมมาอิมมูโนโกลบูลินอิสระและเอนไซมเปอรออกซิเดสอิสระออกจากคอนจู
เกตได อยางไรก็ตามเม่ือทําการตรวจสอบแตละแฟรกช่ันดวยวิธี ELISA โดยเคลือบพิษงูท่ีจําเพาะ
ไวบนไมโครเพลตจะพบวา แฟรกช่ันเหลานี้ทําใหเกดิสีเม่ือทําปฏิกิริยากับ OPD ซ่ึงเปนสับ 
สเตรตของเอนไซมเปอรออกซิเดส แสดงวาเปนแฟรกช่ันท่ีมีคอนจูเกตท่ีตองการอยู กราฟแสดงคา
การดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 492 นาโนเมตรเปนดังรูปท่ี 3.9 และรูปท่ี 3.11    
  ผลของวิธี ELISA และการแยกคอนจเูกตโดยวิธี Gel filtration chromatography แสดงวาใน
แตละแฟรกช่ันท่ีนํามารวมกันนั้นมีคอนจูเกตเปนสวนใหญ ดังนัน้จึงนําสวนของแฟรกช่ันท่ี 14-28 
ตามกราฟรูปท่ี 3.8 มารวมกันและแฟรกช่ันท่ี 12-27 ตามกราฟรูปท่ี 3.10 มารวมกันแลวนํา
สารละลายท่ีไดมาแบงเปนสวน (aliquot) และเก็บไวท่ีอุณหภูมิ �20 oC เพื่อใชในข้ันตอนของ  
dot-ELISA ตอไป 

ในทํานองเดียวกันผลการแยกแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูกะปะ (โดยวิธี affinity 
chromatography)-เอนไซมเปอรออกซิเดสคอนจูเกต ดังกราฟรูปท่ี 3.12  สามารถแยกไดเปน peak 
ขนาดใหญ peak เดียว (แฟรกช่ันท่ี 10-18) มีปริมาณโปรตีน 1.86 มิลลิกรัม (70.9% yield) และการ



แยกแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูเหา (โดยวิธี affinity chromatography)-เอนไซมเปอรออกซิ
เดสคอนจูเกต ดังกราฟรูปท่ี 3.14 สามารถแยกไดเปน peak ขนาดใหญ peak เดียวเชนกัน (แฟรกช่ัน
ท่ี 13-18) มีปริมาณโปรตีน 2.25 มิลลิกรัม (80% yield) เม่ือทําการตรวจสอบแตละแฟรกช่ันของการ
แยกคอนจูเกตท้ังสองคร้ังโดยวิธี ELISA บนไมโครเพลตท่ีเคลือบดวยพิษงู (กราฟรูปท่ี 3.13 และ
กราฟรูปท่ี 3.15) พบวาในแฟรกช่ันท่ีเลือกไวของท้ังสองคอนจูเกตท่ีแยกไดมีคาการดูดกลืนแสงท่ี
ความยาวคล่ืน 492 นาโนเมตรมีคาสูง นั่นคือมีคอนจูเกตที่ตองการ จึงนําสวนของแฟรกช่ันท่ี 10-18 
ตามกราฟรูปท่ี 3.12 มารวมกันและนําแฟรกช่ันท่ี 13-18 ตามกราฟรูปท่ี 3.14 มารวมกันแลวนาํ
สารละลายท่ีไดมาแบงเปนสวนและเก็บไวท่ีอุณหภูมิ � 20 oC  เพื่อใชในข้ันตอนของ dot-ELISA 
ตอไป 
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รูปท่ี 3.8 การแยกแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพษิงูกะปะ (โดยวธีิ Ion - exchange 

chromatography)-เอนไซมเปอรออกซิเดสคอนจูเกต โดยวิธี Gel filtration 
chromatography โดยใช Sephadex G-200 ชะดวยบัฟเฟอร PBS  pH 7.2, อัตรา
การไหล 10 มิลลิลิตรตอช่ัวโมง ปริมาตรแฟรกช่ัน 1.5 มิลลิลิตร  
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รูปท่ี 3.9 การทดสอบแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูกะปะ(โดยวิธี Ion - exchange 
chromatography)-เอนไซมเปอรออกซิเดสคอนจูเกต โดยวิธี ELISA บนไมโคร
เพลต  
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รูปท่ี 3.10  การแยกแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูเหา (โดยวธีิ Ion � exchange 

chromatography)-เอนไซมเปอรออกซิเดสคอนจูเกต โดยวิธี Gel filtration 
chromatography โดยใช Sephadex G-200 ชะดวยบัฟเฟอร PBS  pH 7.2, 
อัตราการไหล 10 มิลลิลิตรตอช่ัวโมง  ปริมาตรแฟรกช่ัน 1.5 มิลลิลิตร  
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รูปท่ี 3.11 การทดสอบแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูเหา (โดยวิธี Ion-exchange 
chromatography)-เอนไซมเปอรออกซิเดสคอนจูเกต โดยวิธี ELISA บนไมโคร
เพลต  
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รูปท่ี 3.12 การแยกแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพษิงูกะปะ (โดยวิธี affinity 
chromatography)-เอนไซมเปอรออกซิเดสคอนจูเกต โดยวิธี Gel filtration 
chromatography โดยใช Sephadex G-200 ชะดวยบัฟเฟอร PBS  pH 7.2, 
อัตราการไหล 10 มิลลิลิตรตอช่ัวโมง  ปริมาตรแฟรกช่ัน 1.5 มิลลิลิตร  
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รูปท่ี 3.13 การทดสอบแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูกะปะ (โดยวิธี affinity  

chromatography)-เอนไซมเปอรออกซิเดสคอนจูเกต โดยวิธี ELISA บนไมโคร
เพลต  
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รูปท่ี 3.14  การแยกแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูเหา (โดยวิธี affinity chromatography) 
-เอนไซมเปอรออกซิเดสคอนจูเกต โดยวธีิ Gel filtration chromatography โดย
ใช Sephadex G-200 ชะดวยบัฟเฟอร PBS  pH 7.2, อัตราการไหล 10 มิลลิลิตร
ตอช่ัวโมง  ปริมาตรแฟรกช่ัน 1.5 มิลลิลิตร  
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รูปท่ี 3.15 การทดสอบแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูเหา (โดยวิธี affinity  
chromatography)-เอนไซมเปอรออกซิเดสคอนจูเกตโดยวิธี ELISA บนไมโคร
เพลต 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



3. การหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการหาชนิดของพิษงูโดยวิธี dot-ELISA 
 

 นําแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงหูยดเคลือบลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส ปริมาตร  
1 ไมโครลิตรปลอยใหแหงและลาง จากนั้นนําไปแชใน 5% blotto แลวลาง ปลอยท้ิงไวใหแหง  
หยดพิษงูท่ีมีความเขมขนตางๆกันปริมาตร 1 ไมโครลิตร แลวลางและแชในแกมมาโกลบูลิน-
เอนไซมเปอรออกซิเดสคอนจูเกต  แลวลาง นําไปแชในสารละลายสับสเตรตแลวลางดวยน้ํากล่ัน
หลายๆคร้ัง ตามข้ันตอนดังรูปท่ี 2.5 ดูสีท่ีเกิดข้ึนแตละจุดบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส และเพื่อให
การตรวจสอบพิษงูดวยวิธี dot-ELISA ไดผลท่ีเห็นสีชัดเจนที่สุด จงึทําการหาสภาวะท่ีเหมาะสม
ท่ีสุดในการตรวจสอบชนิดของพิษงู ไดผลดังนี ้
 
 3.1 การตรวจสอบพิษงูโดยใชแกมมาโกลบลิูนท่ีแยกไดจากวิธี   

Ion-exchange chromatography 
 
จากการทดสอบ (ตามข้ันตอนในขอ 3 ขางตน)ใชแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพษิงูท่ีแยก

ไดจากวิธี Ion-exchange chromatography หยดลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลสปริมาตร  
1 ไมโครลิตร ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรและแชใน 5% blotto จากนั้นเจือจางพิษงูท่ีความ
เขมขนตางๆกันหยดลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส แลวแชในแกมมาโกลบูลิน-เอนไซมเปอรออก
ซิเดสคอนจูเกต ตามข้ันตอนของวิธี dot-ELISA พบวา สามารถตรวจสอบระดับพิษงูกะปะไดท่ี  
5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรและสามารถตรวจสอบระดับพิษงูเหาไดท่ี 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ
ใช PBS เปนชุดควบคุม(control) ในการตรวจสอบระดบัพิษงูท้ังสองชนิดพบวาไมเกิดจุดสีข้ึนท่ีจดุ
ของ PBS ดังรูปท่ี 3.16 แตหลังการตรวจสอบระดับพิษงกูะปะจะพบวา พื้นผิวบางสวนของกระดาษ
ไนโตรเซลลูโลสจะเปอนสีของสับสเตรต ทําใหมองเห็นจดุสีบนกระดาษไนโตรเซลลูโลสไดไม
ชัดเจน ซ่ึงอาจเกิดจาก non-specific ในแกมมาโกลบูลินมาจับบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส ทําให
พื้นของกระดาษเปอน สวนการตรวจสอบระดับพิษงเูหาพบวาพืน้ของกระดาษไนโตรเซลลูโลสจะ
สะอาดขาวกวา ทําใหมองเห็นจุดสีของพิษงูไดชัดเจน ดังนั้นจึงไดทําการทดลองแยกแกมมาโกลบู
ลินโดยวิธี affinity chromatography เพื่อใหไดแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงกูะปะและแกมมา
โกลบูลินท่ีจําเพาะตอพษิงูเหาท่ีบริสุทธ์ิมากข้ึน ปราศจากแกมมาโกลบูลินชนิดไมจาํเพาะอ่ืนๆ เม่ือ
ทดสอบซํ้าภายใตภาวะเดยีวกัน พบวาแมจะตรวจสอบพิษไดในระดบัความเขมขนใกลเคียงกับเดมิ
แตจะสังเกตสีของจุดไดชัดเจนกวามาก 

 
 

 



 
 
 
 
 
 

  
 

 
 
 

 
 
รูปท่ี 3.16 การตรวจสอบชนิดของพิษงูโดยใชแกมมาโกลบูลินท่ีแยกไดจากวิธี  Ion-

exchange chromatography, MPV= การตรวจสอบพษิงูกะปะ, CV= การ
ตรวจสอบพิษงูเหา ท่ีระดับความเขมขนของพิษงูตางๆ [C=ชุดควบคุม, ตัวเลข
เปนความเขมขนในหนวย µg/mL ]  

 
3.2 การหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการหาชนดิของพษิงูโดยใชแกมมาโกลบูลินท่ีแยกไดจากวิธี  

affinity chromatography 
  

3.2.1 การหาความเจือจางของการใชคอนจูเกตและความเจือจางของแกมมาโกลบู
ลินท่ีใชเคลือบลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลสท่ีเหมาะสม 

 
 นําแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูท่ีแยกไดดวยวิธี  affinity chromatography 

หยดลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลสปริมาตร 1 ไมโครลิตร ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร
และแชใน blotto 5% จากนัน้หยดพิษงูท่ีความเขมขนตางๆ ปริมาตร 1 ไมโครลิตรตามข้ันตอนของ
วิธี dot-ELISA แลวเจือจางคอนจูเกตดวย 5 % blotto ในอัตราสวน undilute, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 
1:32, 1:50 และ 1:100 เพื่อหาความเจอืจางท่ีเหมาะสมของคอนจูเกต โดยการทดลองทําแบบ 
duplicate พบวา ใชแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูกะปะ- เอนไซมเปอรออกซิเดสคอนจูเกต 
(0.20 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร)ในอัตราสวน 1:4 เหมาะสมที่สุด ซ่ึงสามารถมองเห็นจุดสีของระดับพิษ
งูกะปะท่ี 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรและท่ีจุดของระดบัพิษงูกะปะท่ี  5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เห็น



สีจางและท่ีระดับพิษ 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ไมเห็นจุดสี ดังรูปท่ี 3.17 สําหรับแกมมาโกลบูลินท่ี
จําเพาะตอพิษงูเหา-เอนไซมเปอรออกซิเดสคอนจูเกต (0.28 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) ใหผล
เชนเดยีวกัน คือใชคอนจูเกตในอัตราสวน 1: 4 เหมาะสมท่ีสุด ซ่ึงสามารถมองเห็นจุดสีของระดับ
พิษงูเหาท่ี  25, 5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรและท่ีจุดของระดับพษิงูเหาท่ี 1  ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
เห็นสีจาง (ไมไดแสดงรูป) สําหรับคอนจูเกตของท้ังงูกะปะและงูเหาเม่ือเจือจางท่ีอัตราสวน 1:8, 
1:16, 1:32, 1:50, 1:100 ไมสามารถมองเห็นจุดสีของระดับพษิงูท่ี 25, 5, 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
เนื่องจากการเจือจางของคอนจูเกตมากเกินไป ทําใหปริมาณของคอนจูเกตท่ีจะจับกับพิษงูมีนอย 
ดังนั้นปฏิกิริยาของเอนไซมท่ีทําตอสับสเตรตเพ่ือใหเกดิสีจึงเกิดนอย ทําใหเห็นสีจางมากกระทั่ง
มองจนไมเห็นสี 

    ความเขมขนของแกมมาโกลบูลินท่ีใชเคลือบลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลสใน
ข้ันแรกสุดเปนอีกตัวแปรหนึ่งท่ีไดทําการศึกษา โดยการเจือจางแกมมาโกลบูลินกับ PBS ใหมีความ
เขมขน 1, 10, 50, 100, 200, 500, 1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรและหยดลงบนกระดาษไนโตร
เซลลูโลสปริมาตร 1 ไมโครลิตร โดยทําแบบ duplicate และทําตามข้ันตอนของวธีิ dot-ELISA 
พบวา ความเขมขนของแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพษิงูกะปะเทากบั 50, 100, 200, 500, 1,000 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรใหผลเชนเดียวกนัซ่ึงสามารถมองเห็นจดุสีของระดับพิษงกูะปะท่ี 25 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ท่ีจุดของระดับพษิงูกะปะท่ี 5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เห็นสีจางและท่ี
ระดับพิษ 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ไมเห็นจุดสี ดังรูปท่ี 3.18 สวนแกมมาโกลบูลินที่จําเพาะตอพิษ
งูกะปะท่ีความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรที่ใชเคลือบลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส
สามารถมองเห็นจุดสีจางท่ีระดับพิษงกูะปะ 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร, ระดับพษิงูกะปะที่  
5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เห็นจุดสีจางมากและระดับพษิงูกะปะท่ี 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ไมเห็น
จุดสี และสําหรับแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงกูะปะความเขมขน 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรที่
ใชเคลือบลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลสไมสามารถมองเห็นจดุสีของระดับพษิงูกะปะท่ี 25, 5, 1 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ดังนั้นในการทดลองนี้จึงเลือกใชความเขมขนของแกมมาโกลบลิูนที่
จําเพาะตอพิษงูกะปะท่ี 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ในการเคลือบลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส
ตามวิธี dot-ELISA และเชนเดียวกันไดทําการศึกษาหาความเขมขนท่ีเหมาะสมของแกมมาโกลบูลิน
ท่ีจําเพาะตอพษิงูเหาท่ีใชเคลือบลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส โดยการเจือจางแกมมาโกลบูลิ
นดวย PBS ใหไดความเขมขน 1, 10, 50, 100, 200, 500 และ 1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร
ตามลําดับ พบวาความเขมขนของแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพษิงูเหาท่ีเหมาะสมในการเคลือบลง
บนแผนไนโตรเซลลูโลสคือ 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ความเขมขนของแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะ
ตอพิษงูกะปะและพิษงเูหาท่ีใชเคลือบบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส หากมีปริมาณสูงกวา 50 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ในปริมาตร 1 ไมโครลิตร จะเปนสวนเกินท่ีจะสามารถจับบนแผนกระดาษ
ไนโตรเซลลูโลสได ทําใหถูกลางออกไปและหากมีความเขมขนตํ่ากวา 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 



ในปริมาตร 1 ไมโครลิตร ก็ทําใหมีพื้นทีบ่างสวนวาง ดังนั้นแกมมาโกลบูลินท่ีจับบนกระดาษไน
โตรเซลลูโลสจึงมีนอย สงผลใหปริมาณท่ีตรวจสอบไดมีนอย สีท่ีเกิดข้ึนมีสีจางจนถึงมองไมเห็น 

 
3.2.2 การทดสอบหาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการบมแกมมาโกลบูลิน 

 
ในการทดลองนี้ใชแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงกูะปะท่ีความเขมขน 50  

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (อางจากขอ 3.2.1) ในการเคลือบบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส แลวบมท่ี
อุณหภูมิ  25, 37, 56 oC เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ตามวิธี dot-ELISA เพื่อการตรวจหาชนิดของพิษงูท่ี
ความเขมขน 1, 5, 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร โดยทําแบบ duplicate พบวา อุณหภมิูตางๆ ซ่ึงใชใน
การบมแกมมาโกลบูลินท่ีเคลือบบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ใหผลในการ
ตรวจสอบพิษงูกะปะท่ีความเขมขน 1, 5, 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ไมแตกตางกนั กลาวคือ ระดบั
พิษงูกะปะท่ี 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรสามารถมองเห็นจุดสีบนกระดาษและท่ีจดุของระดับพิษงู
กะปะท่ี  5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เห็นสีจางและท่ีระดบัพิษ 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ไมเห็นจดุสี 
ซ่ึงจะใช PBS เปนชุดควบคุม(control) ก็พบวาไมเกิดจดุสีข้ึน ดังรูปท่ี 3.19 ดังนั้นในการทดสอบจึง
สามารถใชไดทุกอุณหภูมิในการบมแกมมาโกลบูลินบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส แตการทดลอง
คร้ังนี้จะเลือกท่ีอุณหภูมิ 37 oC ในการบมเพราะชวยใหกระดาษแหงเร็วข้ึน ซ่ึงอาจชวยลดเวลาใน
การบมกระดาษโดยจะทําการทดลองในข้ันตอไป และในทํานองเดยีวกัน เม่ือทําการทดสอบแกมมา
โกลบูลินท่ีจําเพาะตอพษิงูเหาท่ีความเขมขน  50  ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (อางจากขอ 3.2.1) ท่ี
อุณหภูมิตางๆ และข้ันตอนท่ีทดสอบเหมือนกับการทดสอบแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงกูะปะ 
ก็พบวาใหผลเชนเดียวกนั (ไมไดแสดงรูป)  ดังนั้นจึงเลือกใชท่ีอุณหภมิู 37 oC ในการบมแกมมา
โกลบูลินท่ีจําเพาะตอพษิงูเหาบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส   

ในอีกข้ันตอนหนึ่งท่ีตองมีการบมคือ ข้ันตอนท่ีหยดพิษงูลงไปใหจับกับแกมมา
โกลบูลินท่ีจําเพาะตอพษิงู จากการทดสอบหยดพิษงูกะปะท่ีระดับพิษ 1, 5, 25 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร อุณหภูมิ  25, 37, 56 oC  เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ตามวธีิ dot-ELISA  
พบวา ท่ีอุณหภูมิตางๆ ในการบมพิษงูกะปะท่ีระดับพิษตางๆ ใหผลในการตรวจสอบไมแตกตางกนั 
กลาวคือ ระดบัพิษงูกะปะท่ี 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรสามารถมองเห็นจุดสีบนกระดาษและท่ีจดุ
ของระดับพิษงูกะปะท่ี  5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เห็นสีจางและท่ีระดับพิษ 1 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร ไมเห็นจุดสี ดังรูปท่ี 3.20  สวนการตรวจระดับพิษงูเหาใหผลเชนเดยีวกัน (ไมไดแสดงรูป)   
ดังนั้นในการบมพิษงูกะปะและพิษงเูหาในการทดลองจะบมท่ีอุณหภมิู  37 oC 
 
  
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี3.17 ผลของการใชคอนจูเกตท่ีจําเพาะตอพษิงูกะปะท่ีเจือจางในอัตราสวนตางๆ  
(A= undilute, B= 1:2, C= 1:4, D= 1:8) ในการตรวจพิษงูกะปะท่ีระดับพิษตาง ๆ  
[1=ชุดควบคุม (PBS),  2= 25 µg/mL, 3= 5 µg/mL, 4= 1 µg/mL] 

 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี3.18 ความเขมขนของแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูกะปะท่ีใชเคลือบลงบน
กระดาษไนโตรเซลลูโลสที่ความเขมขนตาง ๆ (µg/mL) A=1,000, B=500, 
C=200, D=100, E=50, F=10, G=1 ในการตรวจพษิงูกะปะท่ีระดับพิษตางๆ  
[1=ชุดควบคุม(PBS), 2= 25 µg/mL, 3= 5 µg/mL, 4= 1 µg/mL] 



 
  
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
รูปท่ี3.19 สภาวะอุณหภูมิตางๆ ในการบมหลังข้ันตอนการเติมแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอ

พิษงูกะปะ A=25 oC, B=37 oC, C=56 oC ในการตรวจพิษงูกะปะท่ีระดับพิษตางๆ 
[1=ชุดควบคุม(PBS), 2= 25 µg/mL, 3= 5 µg/mL, 4= 1 µg/mL] 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 3.20 สภาวะอุณหภมิูตางๆ ในการบมหลังข้ันตอนการหยดพษิงูกะปะ A=25 oC,  

B=37 oC, C=56 oC ในการตรวจพิษงูกะปะท่ีระดับพษิตางๆ [1=ชุดควบคุม 
(PBS),  2= 25 µg/mL,   3= 5 µg/mL,  4= 1 µg/mL] 



3.2.3 การทดสอบหาเวลาท่ีเหมาะสมในขัน้ตอนตางๆ 
 

จากการทดสอบใชแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงกูะปะท่ีความเขมขน  50  
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (อางจากขอ 3.2.1) ในการเคลือบบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส แลวบมท่ี
อุณหภูมิ  37 oC (อางจากขอ 3.2.2) เปนเวลาตางๆไดแก 15, 30, 45, 60 นาที ตามวิธี dot-ELISA เพือ่
การตรวจหาชนิดของพิษงูท่ีความเขมขน 1, 5, 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร โดยทําแบบ duplicate 
พบวา การบมแกมมาโกลบูลินที่เคลือบบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส ท่ีระยะเวลาตางๆ ใหผลในการ
ตรวจสอบพิษงูกะปะท่ีความเขมขน 1, 5, 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ไมแตกตางกนั กลาวคือ ระดบั
พิษงูกะปะท่ี 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรสามารถมองเห็นจุดสีบนกระดาษและท่ีจดุของระดับพิษงู
กะปะท่ี 5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เห็นสีจางและท่ีระดบัพิษ 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ไมเห็นจดุสี 
ซ่ึงเม่ือใช PBS เปนชุดควบคุม (control) ก็พบวาไมเกิดจดุสีข้ึน (ดังรูปท่ี 3.21) ดังนัน้การบมแกมมา
โกลบูลินท่ีจําเพาะตอพษิงูกะปะในการทดลองจึงเลือกใชเวลา 15 นาที และในทํานองเดียวกัน เม่ือ
ทดสอบแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพษิงูเหาจะใหผลเหมือนกัน (ไมไดแสดงรูป) ดงันั้นในการบม
แกมมาโกลบลิูนที่จําเพาะตอพิษงูเหาในการทดลองจึงเลือกใชเวลา 15 นาที เชนกนั 

 จากการทดสอบหยดพิษงูกะปะท่ีระดับพิษ 1, 5, 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
ปริมาตร 1 ไมโครลิตร อุณหภูมิ 37 oC เปนเวลา 15, 30, 45, 60 นาที ตามวิธี dot-ELISA พบวา ใน
เวลาตางๆ ในการบมพิษงกูะปะท่ีระดับพิษตางๆ ใหผลในการตรวจสอบไมแตกตางกัน กลาวคือ 
ระดับพิษงกูะปะท่ี 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรสามารถมองเห็นจดุสีบนกระดาษและท่ีจุดของระดับ
พิษงูกะปะท่ี 5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เห็นสีจางและท่ีระดับพษิ 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ไมเห็น
จุดสี (ดังรูปท่ี 3.22) สวนการตรวจระดับพิษงูเหาใหผลเชนเดยีวกัน (ไมไดแสดงรูป) ดังนัน้ในการ
บมพิษงูกะปะและพิษงเูหาในการทดลองจะบมท่ีอุณหภมิู 37 oC เปนเวลา 15 นาที  

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
รูปท่ี 3.21 ระยะเวลาตางๆในการบมแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูกะปะ A=15 นาที, 

B=30 นาที, C=45 นาที, D=60 นาที เพื่อตรวจพิษงูกะปะท่ีระดับพิษตางๆ  
[1=ชุดควบคุม(PBS), 2= 25 µg/mL, 3= 5 µg/mL, 4= 1 µg/mL] 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 3.22 ระยะเวลาตาง ๆ (15, 30, 45, 60 นาที) ในการบมพษิงูกะปะ  เพือ่ตรวจพิษงู

กะปะท่ีระดับพิษตางๆ [1=ชุดควบคุม(PBS), 2= 25 µg/mL, 3= 5 µg/mL,  
4= 1 µg/mL] 



จากการทดสอบในข้ันตอนการบมกระดาษไนโตรเซลลูโลสในคอนจูเกต 
อัตราสวน 1:4 (อางจากขอ 3.2.1) ท่ีอุณหภมิูหอง เปนเวลา 15, 30, 45, 60 นาที ตามวธีิ dot-ELISA 
พบวา การบมกระดาษไนโตรเซลลูโลสในคอนจูเกต เปนเวลา 30, 45, 60 นาที ใหผลในการ
ตรวจสอบไมแตกตางกนั กลาวคือ ระดับพิษงูกะปะท่ี 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรสามารถมองเห็น
จุดสีบนกระดาษและท่ีจดุของระดับพิษงกูะปะท่ี 5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เห็นสีจางและท่ีระดับ
พิษงู 1, 0.2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ไมเห็นจุดสีและการบมกระดาษไนโตรเซลลูโลสในคอนจูเกต
เปนเวลา 15 นาที พบวา ระดบัพิษงูกะปะท่ี 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรสามารถมองเห็นจุดสีจางและ
ท่ีระดับพิษงกูะปะท่ี 5, 1, 0.2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ไมเห็นจุดสี (ดังรูปท่ี 3.23) สวนการตรวจ
ระดับพิษงเูหาใหผลเชนเดยีวกัน (ไมไดแสดงรูป)  ดังนั้นในการแชกระดาษไนโตรเซลลูโลสใน
แกมมาโกลบลิูนที่จําเพาะตอพิษงูกะปะ - เอนไซมเปอรออกซิเดสคอนจูเกตและในแกมมาโกลบูลิน
ท่ีจําเพาะตอพษิงูเหา-เอนไซมเปอรออกซิเดสคอนจูเกตจะใชเวลา 30 นาทีในการทดสอบ หากการ
ทดลองใชเวลานอยกวา 30 นาที ในการทําปฏิกิริยาระหวางพิษงูกับคอนจูเกต ก็จะใหผลท่ีไดไมดี
พอ ปริมาณของคอนจูเกตท่ีจับกับพิษงนูอยสงผลใหจุดสีท่ีเกิดขึ้นมีสีจาง จากการทดสอบการลาง
กระดาษไนโตรเซลลูโลสในข้ันตอนตาง ๆ ดวย 0.5 % blotto เปนเวลา 1, 2, 5 นาที ในการลางแตละ
คร้ังและลาง 3 คร้ังในแตละข้ันตอน พบวา การลางกระดาษไนโตรเซลลูโลสเปนเวลา 1, 2, 5 นาที 
ใหผลในการตรวจระดับพิษไมแตกตางกัน (ดังรูปท่ี 3.24) ท้ังการตรวจระดับพิษของงูกะปะและ
ของงูเหา ดังนั้น การทดสอบจะทําการลางกระดาษไนโตรเซลลูโลสในแตละคร้ังเปนเวลา 1 นาที 
และลาง 3 คร้ังในแตละข้ันตอนของการทดสอบ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี 3.23 ระยะเวลาตาง ๆ (15, 30, 45, 60 นาที) ในการบมกระดาษไนโตรเซลลูโลสใน

คอนจูเกต เพื่อตรวจพิษงูกะปะท่ีระดับพิษตางๆ [1=ชุดควบคุม (PBS),  
2= 25 µg/mL, 3= 5 µg/mL, 4= 1 µg/mL, 5= 0.2 µg/mL] 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 3.24 ระยะเวลาตาง ๆ (1, 2, 5 นาที) ในการลางกระดาษไนโตรเซลลูโลสในข้ันตอน

ตางๆ ดวย 0.5% blotto เพื่อตรวจพิษงูกะปะท่ีระดับพิษตางๆ [1=ชุดควบคุม 
(PBS), 2= 25 µg/mL, 3= 5 µg/mL, 4= 1 µg/mL] 



3.2.4 การทดสอบหาสับสเตรตท่ีเหมาะสม 
 

ในข้ันตอนการบมกระดาษไนโตรเซลลูโลสในสารละลายสับสเตรต ไดแก 
สารละลาย OPD (o-phenylenediamine dihydrochloride) และ Naphthol (4-chloro-1-Naphthol) เปน
เวลา 30 นาที ท่ีอุณหภูมิหอง เพื่อเปรียบเทียบความชัดเจนของสีท่ีเกิดข้ึน พบวา จุดสีท่ีเกิดบน
กระดาษจากการบมในสารละลาย naphthol  เปนจุดสีมวง ซ่ึงจะเหน็ชัดเจนกวาจดุสีท่ีเกิดจากการ
บมในสารละลาย OPD ท่ีใหจุดเปนสีสม ในการตรวจระดับพิษเดียวกัน (ไมไดแสดงรูป) ดังนัน้ใน
การทดสอบจึงใช naphthol เปนสับสเตรต 

เม่ือทําการทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมในแตละข้ันตอนของวิธี dot-ELISA แลว 
ดังนั้นจึงสามารถสรุปสภาวะในการทดสอบแตละข้ันตอน (รูปท่ี 3.25) ในการตรวจหาชนิดของพษิ
งูกะปะและพิษงูเหาจะใชเวลาในแตละข้ันตอนรวมถึงการลางท้ังส้ินประมาณ 2 ช่ัวโมง 45 นาที 
(จากตารางท่ี 3.1 และตารางท่ี 3.2 ใชเวลา 2 ช่ัวโมง รวมกับการลางในแตละข้ันตอนอีกประมาณ  
15 นาที และข้ันตอนหลังจากแชใน blotto 5% (กอนจะหยดพิษงู) จะนํากระดาษในโตรเซลลูโลส
ไปทําใหแหงท่ีอุณหภูมิ 37 oC เปนเวลา 15 นาที หรือปลอยท้ิงไวใหแหงท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา  
25-30 นาที)  
 

(1) แกมมาโกลบูลิน (Antibody) 
                                                                                         15 นาที, 37  oC, ลาง 

(2)  Blotto 5% (Blocking) 
                                                                                         30 นาที, 25  oC, ลาง 

(3) พิษงูหรือตัวอยาง (Antigen) 
                                                                                        15 นาที, 37  oC, ลาง 

(4) แกมมาโกลบูลิน-เอนไซมเปอรออกซิเดสคอนจูเกต 
                                                                                         30 นาที, 25  oC, ลาง 

(5) สารละลายสับสเตรต 
                                                            30 นาที, 25  oC, ลาง 

(6) อานผลดวยตาเปลา 
 

รูปท่ี 3.25  ข้ันตอนการตรวจสอบพิษงูดวยวิธี dot-ELISA 
 
 

 



ตารางท่ี 3.1 สภาวะท่ีเหมาะสมในแตละข้ันตอนของวธีิ dot-ELISA ในการตรวจหาชนิดของพิษงู
กะปะ 

 
ข้ันตอน ความเขมขน อุณหภูมิ ( oC) เวลา (นาที) 

1. แกมมาโกลบูลิน 50 µg/ml 37 15 
2. blotto 5% 25 30 
3. พิษงู - 37 15 
4. คอนจูเกต  (0.20 mg/mL) 1 : 4 25 30 
5. สับสเตรต (naphthol)  25 30 
    
ตารางท่ี 3.2 สภาวะท่ีเหมาะสมในแตละข้ันตอนของวธีิ dot-ELISA ในการตรวจหาชนิดของพิษ

งูเหา 
 
ข้ันตอน ความเขมขน อุณหภูมิ ( oC) เวลา (นาที) 

1. แกมมาโกลบูลิน 50 µg/ml 37 15 
2. blotto 5% 25 30 
3. พิษงู - 37 15 
4. คอนจูเกต (0.28 mg/mL) 1 : 4  25 30 
5. สับสเตรต (naphthol)  25 30 
                
 
 
 
 
 
 
 
 
    
                      



4. การทดสอบดูปฏิกิริยาขามกลุม (cross-reaction) บนกระดาษไนโตรเซลลูโลส 
 

จากการตรวจสอบพิษงูกะปะและพิษงูเหาท่ีละลายในซีร่ัมของคนปกติ ในระดับพิษเทากับ 
25, 5, 1, 0.2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร แลวหยดบนกระดาษไนโตรเซลลูโลสที่เคลือบดวยแกมมา
โกลบูลินท่ีจําเพาะตอพษิงูกะปะ (ทํา duplicate) เพื่อทดสอบดูปฏิกิริยาขามกลุม (cross-reaction) 
พบวา เหน็จุดสีระดับพิษงูกะปะท่ี 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรและท่ีระดับพิษงูกะปะท่ี 5 ไมโครกรัม
ตอมิลลิลิตร เห็นจุดสีจาง สวนท่ีระดับพษิงูกะปะท่ี 1, 0.2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ไมเห็นจุดสี 
สําหรับพิษงูเหาในระดับพษิท่ี 25, 5, 1, 0.2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ท่ีหยดบนกระดาษไนโตร
เซลลูโลส พบวา ไมเกดิจุดสีข้ึนและในการทดลองใชซีร่ัมของคนปกติเปนชุดควบคุม (control) ก็ไม
เกิดจดุสีเชนกนั รูปท่ี 3.26 แสดงวา พิษงูเหาไมจับกับแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูกะปะท่ี
เคลือบบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส ดังนั้นในการตรวจสอบพิษงูดวยวิธี dot-ELISA จึงทําใหไม
เกิดปฏิกิริยาขามกลุม ซ่ึงเปนส่ิงสําคัญในการนําไปใชประโยชนตอไป  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 

รูปท่ี 3.26  การตรวจสอบพิษงูกะปะ(MPV) และพิษงูเหา(CV) ท่ีระดับพิษตางๆ [1=ชุด
ควบคุม (ซีร่ัมคนปกติ),  2= 25 µg/mL, 3= 5 µg/mL, 4= 1 µg/mL, 5= 0.2 
µg/mL] บนกระดาษท่ีเคลือบดวยแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูกะปะ 



การตรวจสอบพิษงูกะปะและพิษงูเหาท่ีละลายในซีร่ัมของคนปกติในระดับพษิเทากบั 25, 
5, 1, 0.2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร แลวหยดบนกระดาษไนโตรเซลลูโลสท่ีเคลือบดวยแกมมาโกลบู
ลินท่ีจําเพาะตอพิษงูเหา (ทํา duplicate) เพือ่ทดสอบดูปฏิกิริยาขามกลุม(cross-reaction) พบวา เห็น
จุดสีของระดับพิษงูเหาท่ี 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรและระดับพิษงูเหาท่ี 5, 1 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร เห็นจุดสีจาง สวนท่ีระดับพิษงูเหาท่ี 0.2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ไมเห็นจุดสี สําหรับพิษงู
กะปะในระดบัพิษท่ี 25, 5, 1, 0.2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ท่ีหยดบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส 
พบวา ไมเกิดจุดสีข้ึนและในการทดลองใชซีร่ัมของคนปกติเปนชุดควบคุม (control) ก็ไมเกิดจดุสี
เชนกัน ดังรูปท่ี 3.27 แสดงวา พิษงูกะปะไมจับกับแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูเหาท่ีเคลือบบน
กระดาษไนโตรเซลลูโลส ดังนั้นจึงเปนการยืนยนัผลการทดลองขางตนในการตรวจสอบพิษงูดวย
วิธี dot-ELISA ซ่ึงจะไมเกิดปฏิกิริยาขามกลุม อยางไรก็ตามนี่เปนเพียงผลการทดลองเบ้ืองตน
เทานั้น ในการนําไปใชงานจริงตองศึกษาปฏิกิริยาขามกลุมของงูท่ีหลากหลายกวานี้ โดยเฉพาะ
อยางยิ่งงูในกลุมท่ีพิษออกฤทธ์ิคลายๆกัน 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี 3.27 การตรวจสอบพษิงูเหา(CV) และพิษงูกะปะ(MPV) ท่ีระดับพิษตางๆ [1=ชุด

ควบคุม (ซีร่ัมคนปกติ),  2= 25 µg/mL, 3= 5 µg/mL, 4= 1 µg/mL, 5= 0.2 
µg/mL] บนกระดาษท่ีเคลือบดวยแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูเหา 



5. เปรียบเทียบการตรวจสอบชนิดของพิษงูโดยวิธี ELISA บนไมโครเพลตและวิธี dot-ELISA บน   
 กระดาษไนโตรเซลลูโลส  
  

5.1 การตรวจสอบชนิดของพิษงูโดยวิธี ELISA บนไมโครเพลต  
 

แกมมาโกลบลิูนที่จําเพาะตอพิษงูกะปะท่ีแยกไดดวยวิธี affinity chromatography นํามา
เคลือบบนไมโครเพลตและใชคอนจูเกตท่ีเตรียมไดมาเจอืจางในสารละลาย diluent ตามข้ันตอนของ
วิธี ELISA เพื่อทดสอบหาปริมาณพิษงกูะปะในระดับพษิตางๆ พบวา สามารถทดสอบหาระดับพษิ
งูกะปะไดต่ําถึง 1 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร โดยใชคอนจูเกตท่ีอัตราสวน 1:4  (ตารางท่ี 3.3) 
 
ตารางท่ี 3.3 ไตเตอร (titer) ท่ีตรวจสอบพษิงูกะปะโดยวธีิ ELISA บนไมโครเพลต โดยใชคอนจูเกต

ท่ีอัตราสวน 1: 4  
 

ความเขมขนพษิงูกะปะ (ng/mL) คาการดูดกลืนแสง (492 nm) 
400 1.703 
200 1.138 
100 0.794 
50 0.494 
25 0.271 
1 0.014 

negative control 0.006 
 
          
 
 
 
 

 
 

 
 

 



นําแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูเหาท่ีแยกไดดวยวิธี affinity chromatography มา
เคลือบบนไมโครเพลตและใชคอนจูเกตท่ีเตรียมไดมาเจอืจางในสารละลาย diluent ตามข้ันตอนของ
วิธี ELISA เพื่อทดสอบหาปริมาณพิษงูเหาในระดับพษิตางๆ พบวา สามารถทดสอบหาระดับพิษ
งูเหาไดต่ําถึง 1 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร โดยใชคอนจูเกตที่อัตราสวน 1: 4 (ตารางท่ี 3.4) 

 
ตารางท่ี3.4 ไตเตอร (titer) ท่ีตรวจสอบพิษงูเหาโดยวธีิ ELISA บนไมโครเพลต โดยใชคอนจูเกตท่ี

อัตราสวน 1: 4  
 

ความเขมขนพษิงูเหา (ng/mL) คาการดูดกลืนแสง (492 nm) 
400 1.371 
200 1.190 
100 0.935 
50 0.755 
25 0.446 
1 0.026 

negative control 0.005 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 



5.2 การตรวจสอบชนิดของพิษงูโดยวิธี dot-ELISA บนกระดาษไนโตรเซลลูโลสและการ
ทดสอบความแมนยํา 

 
จากการทดสอบใชแกมมาโกลบูลินท่ีแยกไดโดยวิธี affinity chromatography ในการ

เคลือบบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส และสวนหนึ่งนําไปคอนจูเกตกบัเอนไซมเปอรออกซิเดส แลว
นํามาใชในข้ันตอนของวิธี dot-ELISA เพื่อตรวจสอบพิษงูกะปะและพิษงูเหาท่ีละลายใน PBS ท่ี
ระดับพิษตางๆ โดยทํา duplicate พบวา ระดับพษิงูกะปะท่ีความเขมขน 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
สามารถเห็นจดุสีไดและระดับพิษงูกะปะท่ีความเขมขน 5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เห็นจุดสีจางและ
ระดับพิษงกูะปะท่ีความเขมขน 1, 0.2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ไมเห็นจุดสีและใช PBS เปนชุด
ควบคุม ก็ไมเกิดจุดสี สวนระดับพษิงูเหาท่ีความเขมขน 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร สามารถเห็นจดุ
สีไดและระดบัพิษงูเหาท่ีความเขมขน 5, 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เห็นจุดสีจางและระดับพิษงเูหาท่ี
ความเขมขน 0.2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ไมเห็นจุดสีและใช PBS เปนชุดควบคุม ดังนั้นเม่ือเทียบ
กับการตรวจสอบพิษงูท่ีใชแกมมาโกลบูลินท่ีแยกไดโดยวิธี Ion-exchange chromatography จะ
พบวาหลังการแชกระดาษไนโตรเซลลูโลสในสารละลายสับสเตรต naphthol แลว พืน้ของกระดาษ
ไนโตรเซลลูโลสจะขาวสะอาดข้ึนทําใหเหน็จุดสีชัดกวา ดังรูปท่ี 3.28 

เม่ือทําการตรวจสอบพิษงูกะปะและพิษงูเหาท่ีนํามาละลายในซีร่ัมของคนปกติแลวตรวจท่ี
ระดับพิษตางๆ โดยทํา duplicate พบวา ระดับพษิงูกะปะท่ีความเขมขน 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
สามารถเห็นจดุสีไดและระดับพิษงูกะปะท่ีความเขมขน 5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เห็นจุดสีจางเละ
ระดับพิษงกูะปะท่ีความเขมขน 1, 0.2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ไมเห็นจุดสีและใชซีร่ัมของคนปกติ
เปนชุดควบคุม ก็ไมเกดิจุดสี สวนระดับพิษงูเหาท่ีความเขมขน 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร สามารถ
เห็นจดุสีไดและระดับพิษงูเหาท่ีความเขมขน 5, 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เห็นจุดสีจางและระดบั
พิษงูเหาท่ีความเขมขน 0.2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ไมเห็นจุดสีและใชซีร่ัมของคนปกติเปนชุด
ควบคุม ก็ไมเกิดจุดสีเชนกนั ดังรูปท่ี 3.29 และเม่ือเปรียบเทียบการตรวจสอบระดบัพิษท่ีละลายใน 
PBS จะพบวาสามารถตรวจวัดระดับพิษไดเทากับการตรวจระดับพิษท่ีละลายในซีร่ัมของคนปกติ  

 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 3.28 การตรวจสอบพิษงูกะปะและพิษงูเหาท่ีละลายใน PBS โดยใชแกมมาโกลบูลินท่ี

แยกไดจากวิธี affinity chromatography, MPV = พิษงูกะปะ, CV =พิษงูเหา   
ท่ีระดับความเขมขนของพิษงูตางๆ [C=ชุดควบคุม (ซีร่ัมคนปกติ), ตัวเลขเปน
ความเขมขนในหนวย µg/mL ]  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 3.29 การตรวจสอบพิษงูกะปะและพิษงูเหาท่ีละลายในซีร่ัมคนปกติ โดยใชแกมมา

โกลบูลินท่ีแยกไดจากวิธี affinity chromatography, MPV=พิษงูกะปะ,  
CV=พิษงูเหา  ท่ีระดับความเขมขนของพิษงูตางๆ[C=ชุดควบคุม (ซีร่ัมคนปกติ, 
ตัวเลขเปนความเขมขนในหนวย µg/mL]  



การทดสอบความแมนยํา (precision) ในการตรวจสอบพิษงูท่ีระดับพษิตางๆจะเปรียบเทียบ
ระดับความเขมของจุดสีตางๆกับจุดสีมาตรฐาน โดยหยดเอนไซมเปอรออกซิเดสที่ละลายใน
สารละลาย PBS ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร บนแถบกระดาษไนโตรเซลูโลส ปริมาตร  
1 ไมโครลิตร และเจือจางแบบ 2-fold serial dilution ในจดุท่ี 2-12 ตามลําดับ ปลอยใหแหงและลาง 
นําไปแชใน 5 % blotto แลวลาง จากนั้นนําไปแชในสารละลายสับสเตรต naphthol ดังรูปท่ี 3.30 
และใหแตมความเขมของจดุสีในระดับตางๆ ดังนี้ จุดสีท่ี 1-7 = 4 แตม, จุดสีท่ี 8 = 3 แตม, จุดสีท่ี  
9 = 2 แตม, จุดสีท่ี 10 = 1 แตมและจุดสีท่ี 11 และ12 ไมมีแตม จากการทดสอบ 10 ซํ้าพบวาการ
ตรวจพษิงูกะปะท่ีระดับพิษ 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ไดคาเฉล่ีย 3.98 ± 0.14, CV = 3.5% และ
ระดับพิษงูกะปะ 5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรไดคาเฉล่ีย 1.92± 0.27, CV = 14% สําหรับการตรวจพษิ
งูเหาท่ีระดับพษิ 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ไดคาเฉล่ีย 3.98 ± 0.14, CV = 3.5% ระดับพิษงูเหาท่ี  
5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ไดคาเฉล่ีย 2.84 ± 0.37, CV = 13% และระดบัพิษงูเหาท่ี 1 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร ไดคาเฉล่ีย 1.18 ± 0.43, CV = 36% จากการตรวจสอบพิษงูท้ังสองชนิดจะพบวา ในการ
ตรวจระดับพษิงูท่ีนอยลงคาสัมประสิทธ์ิความแปรปรวนจะเพ่ิมข้ึน อาจเปนเพราะการตรวจใน
ระดับพิษท่ีนอยจุดสีท่ีเกิดข้ึนจะเห็นไมชัดเจน  ทําใหคาความแปรปรวนมาก  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
รูปท่ี 3.30 ระดับความเขมของจุดสีมาตรฐาน  จุดสีท่ี 1-7 = 4 แตม, จุดสีท่ี 8 = 3 แตม, จุดสี

ท่ี 9 = 2 แตม, จุดสีท่ี 10 = 1 แตมและจุดสีท่ี 11 และ12 ไมมีแตม 



ปริมาณแกมมาโกลบูลินท่ีใชในการตรวจสอบพิษงูดวยวิธี ELISA บนไมโครเพลต ใช
ความเขมขน 4 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาณ 50 ไมโครลิตรตอ 1 หลุม หรือ 1 ตัวอยาง โดยคิด
เปนแกมมาโกลบูลิน 0.2 ไมโครกรัมหรือ 200 นาโนกรัมตอ 1 หลุม เม่ือเปรียบเทียบกับปริมาณ
แกมมาโกลบลิูนที่ใชในการตรวจพิษงูดวยวิธี dot-ELISA บนกระดาษไนโตรเซลลูโลส ใชความ
เขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาณ 1 ไมโครลิตร ตอ 1 หยด หรือ 1 ตัวอยาง โดยคิดเปน 
แกมมาโกลบลิูน 0.05 ไมโครกรัมหรือ 50 นาโนกรัม ซ่ึงการตรวจสอบดวยวิธี dot-ELISA จะใช
ปริมาณแกมมาโกลบูลินนอยกวาการตรวจสอบดวยวิธี ELISA บนไมโครเพลต ทําใหไมตองใช
แกมมาโกลบลิูนมากลดการส้ินเปลือง  

การตรวจพิษงกูะปะดวยวิธี ELISA บนไมโครเพลตและดวยวิธี dot-ELISA บนกระดาษไน
โตรเซลลูโลสจะใชคอนจูเกต (0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) ในอัตราสวน 1:4 คิดเปนความเขมขน
สวนคอนจูเกต 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรเทากัน สําหรับการตรวจพิษงูเหาดวยวธีิ ELISA บน 
ไมโครเพลต จะใชคอนจูเกต (0.28 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) ในอัตราสวน 1:4 คิดเปนความเขมขน
คอนจูเกต 70 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และวิธี dot-ELISA จะใชคอนจูเกต (0.28 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร) ในอัตราสวน 1:4 คิดเปนความเขมขนคอนจูเกต 70 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรเชนกัน 

เม่ือทําการตรวจสอบพิษงูกะปะดวยวิธี ELISA บนไมโครเพลตจะใชปริมาณพิษในการ
ตรวจสอบ 50 ไมโครลิตรตอ 1 หลุมและนํามาทดสอบดวยคอนจูเกตที่เตรียมไดสามารถตรวจสอบ
ไดถึงระดับ 1 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร (ซ่ึงตองใชพิษ 0.05 นาโนกรัม) สวนการตรวจพิษงูกะปะดวย
วิธี dot-ELISA จะใชปริมาณพิษ 1 ไมโครลิตร และสามารถตรวจวัดไดถึงระดับ 5 ไมโครกรัมตอมิ
ลลิตร ดังนั้นตองใชพิษ 5 นาโนกรัมตอจุดจึงจะตรวจสอบได สําหรับการตรวจสอบพษิงูเหาดวยวิธี 
ELISA จะใชปริมาณพิษ 50 ไมโครลิตร และสามารถตรวจไดถึงระดับ 1 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร 
ตองใชจํานวนพิษ 0.05 นาโนกรัมตอหลุม สวนการตรวจสอบพิษงูเหาดวยวิธี dot-ELISAจะใช
ปริมาณพิษ 1 ไมโครลิตร สามารถตรวจไดถึงระดับ 1 ไมโครกรัมตอมิลลิตร (จํานวนพิษ 1 นาโน
กรัมตอจุด) เม่ือเปรียบเทียบกับการตรวจสอบท้ังสองวิธี (ตารางท่ี 3.5 และตารางท่ี 3.6) จะพบวาใน
การตรวจสอบดวยวิธี ELISA ของพิษงท้ัูง 2 ชนิดจะใชเนื้อพิษนอยกวาการตรวจสอบดวยวิธี  
dot-ELISA และวิธี ELISA สามารถตรวจระดับพษิไดต่ําถึงระดับนาโนกรัมตอมิลลิลิตร แตเม่ือ
เปรียบเทียบปริมาณของพิษงูหรือตัวอยางท่ีจะทดสอบวธีิ dot-ELISA ไมจําเปนตองใชปริมาณ
ตัวอยางมากใชปริมาณเพียง 1 ไมโครลิตร ก็ทําการทดสอบได 

ในการตรวจสอบพิษงูดวยวธีิ dot-ELISA บนกระดาษไนโตรเซลลูโลสยังมีขอจํากัดคือ
สามารถตรวจระดับพิษงกูะปะไดท่ี 5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และตรวจระดับพิษงเูหาไดท่ี  
1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ดังรูปท่ี 3.29) ซ่ึงการศึกษาคร้ังนี้สามารถตรวจวัดระดบัพิษงูไดเพียง
ระดับไมโครกรัมแตเคยมีรายงานในการตรวจสอบเช้ือโรคดวยวิธี dot-ELISA นี้สามารถไดถึง
ระดับนาโนกรัม (Pappas, Hajkowski and Hochmeyer, 1983 ; Tellez-giron et al., 1987)  อาจ



เนื่องจากการแยกคอนจูเกตออกจากแกมมาโกลบูลินอิสระและเอนไซมอิสระไมด ี จึงทําให
ความจําเพาะในการตรวจสอบลดลง ผลของการศึกษาคร้ังนี้จึงยังไมดีเทาผลงานวิจัยท่ีผานมาซ่ึงได
ศึกษาตรวจหาเช้ือโรค(แอนติเจน) และแอนติบอดี (Silva et al., 1990) ดวยวิธี dot-ELISA และ
สามารถวัดระดับแอนติเจนและแอนติบอดีไดต่ําถึงระดับนาโนกรัม ซ่ึงใกลเคียงกบัการตรวจหาพิษ
งูดวยวิธี ELISA บนถาดหลุมพลาสติกท่ีโดยทั่วไปสามารถตรวจวัดไดถึงระดับนาโนกรัม 
(Sjostrom et al., 1996 ; Li and Ownby, 1994) นอกจากนี้ยังมีงานวิจยัท่ีสามารถวัดระดับพษิงูไดต่าํ
ถึงระดับพิโคกรัม (Dong et al., 2002) 

 
ตารางท่ี 3.5 การเปรียบเทียบการหาชนิดของพิษงูกะปะดวยวิธี ELISA และ dot � ELISA 
 
 ELISA dot � ELISA 
ปริมาณ IgG (ng) ท่ีใชเคลือบ 200 50 
ความเขมขนคอนจูเกต (µg/mL) ท่ีใช 50 50 
ระดับพิษตํ่าสุดท่ีตรวจได  0.05 ng 5 ng 
 
ตารางท่ี 3.6 การเปรียบเทียบการหาชนิดของพิษงูเหาดวยวิธี ELISA และ dot � ELISA 
 
 ELISA dot � ELISA 
ปริมาณ IgG (ng) ท่ีใชเคลือบ 200 50 
ความเขมขนคอนจูเกต (µg/mL) ท่ีใช 70 70 
ระดับพิษตํ่าสุดท่ีตรวจได  0.05 ng 1 ng 
 

 
อยางไรก็ตามขอดีของการตรวจสอบพิษงูดวยวิธี dot-ELISA ท่ีไดศึกษาวจิัยนี้คือเปนวิธีท่ี

งายและไมยุงยาก สามารถมองผลไดดวยตาเปลา ปริมาณของสารตัวอยางท่ีตรวจสอบใชนอย ไม
จําเปนตองใชเคร่ืองลางไมโครเพลต, เคร่ืองอานไมโครเพลต (microplate reader) และเคร่ืองมือ
ราคาแพง เหมือนวิธี ELISA บนไมโครเพลตและยงันําไปใชในภาคสนามได อีกท้ังสามารถ
ตรวจสอบพิษงูในเวลาเพียง 2 ช่ัวโมง (ดังตารางท่ี 3.1 และ 3.2) และอาจลดระยะเวลาเหลือเพียง 30 
นาที ดังเชนงานวิจยัของ Vercamen และคณะ ในป ค.ศ.1998 ท่ีใชวิธี dot-ELISA ในการตรวจหา
แอนติบอดีตอเช้ือ Leishmania infantum ในสุนัข  สําหรับการทดสอบคร้ังนี้สามารถเก็บรักษา
กระดาษไนโตรเซลลูโลสที่เคลือบแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพษิงูไวแลว เพื่อใชในการตรวจสอบ
สามารถเก็บไวไดนานอยางนอย 3 สัปดาห ท่ีอุณหภูมิหอง ในท่ีทึบแสงและไมโดนลม 



ในการวิจัยคร้ังนี้ไดทดลองศึกษาภาวะท่ีเหมาะสมในการตรวจพิษงูดวยวิธี dot-ELISA บน
กระดาษไนโตรเซลลูโลส และสามารถวัดระดับพิษงกูะปะไดท่ี 5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรและวัด
ระดับพิษงเูหาไดท่ี 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรและพบวาไมเกิดปฎิกิริยาขามกลุมในการทดสอบ
ระหวางพิษงกูะปะและพิษงเูหาท่ีระดับพษิ 25, 5, 1,0.2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ดังรูปท่ี 3.26 และ 
รูปท่ี 3.27 แตการทดสอบดวยวิธี dot-ELISA ในงานวิจัยนี้ อาจจะยังไมสามารถนําไปใชในทาง
ปฏิบัติไดจริง เนื่องจากปริมาณพิษงใูนผูปวยท่ีถูกงูกัดจะตรวจพบอยูในระดับนาโนกรัมตอมิลลิลิตร 
เชนในการศึกษา (Selvanayagam, 1999) ปริมาณพิษงูในอวัยวะของซากศพผูท่ีถูกงูกัดพบวาใน
บริเวณเนื้อเยื่อท่ีถูกงูกัดจะมีระดับพษิสูงสุดและตรวจพบท่ีระดับ 1.9 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร สวน
อวัยวะภายในสวนอ่ืนเชน ตบั, สมองและไตจะมีระดับพิษประมาณ 0.5-0.8 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร 
และระดับพิษงูท่ีตรวจพบจากตัวอยางของผูปวยท่ีถูกงูกดัโดยวิธี ELISA ซ่ึงทางสถานเสาวภา
พัฒนาข้ึนสามารถตรวจพิษไดถึงระดับนาโนกรัมตอมิลลิลิตร และการศึกษาตรวจเชื้อท่ีกอใหเกิด
โรค Visceral Leishmaniasis (Pappas, Hajkowski and Hockmeyer, 1983) ดวยวิธี dot-ELISA 
สามารถตรวจเช้ือไดต่ําถึงระดับ 1 นาโนกรัม ดังนัน้ในการศึกษาตรวจหาชนิดของพิษงูดวยวธีิ  
dot-ELISA จึงยังตองมีการปรับปรุงเทคนิคในบางข้ันตอนหรือปรับปรุงวิธีการตางๆเชน การใชโม
โนโคลนัลแอนติบอดี (Monoclonal antibody) ซ่ึงอาจจะทําใหการจับแอนติเจนดีข้ึน (Saengjaruk et 
al., 2002 ; Sithigorngul, Stretton and Cowden, 1991) เพื่อเพ่ิมประสิทธิภาพในการตรวจสอบใหมี
ความไว (sensitivity) มากข้ึน เพื่อท่ีจะสามารถนําไปใชประโยชนในทางการแพทยตอไป 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



บทที่ 4 
 

สรุปผลการทดลอง 
 

1. การแยกแกมมาโกลบูลินใหบริสุทธ์ิดวยการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตแลว
นํามาผานคอลัมน Ion-exchange chromatography สามารถแยกแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงู
กะปะและแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพษิงูเหาได 

2. การแยกแกมมาโกลบูลินใหบริสุทธ์ิดวยคอลัมน affinity chromatography สามารถแยก
แกมมาโกลบลิูนที่จําเพาะตอพิษงูกะปะและแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงูเหาได 

3. แกมมาโกลบลิูนที่แยกไดดวยวิธี affinity chromatography จะมีแกมมาโกลบลิูนที่
จําเพาะตอพิษงูมากกวาแกมมาโกลบูลินท่ีแยกไดดวยวิธี Ion-exchange chromatography 

4. ในการเตรียมคอนจูเกตระหวางแกมมาโกลบูลินท่ีจําเพาะตอพิษงกูับเอนไซมเปอรออก
ซิเดส พบวาในทุกกรณีไมสามารถแยกคอนจูเกตท่ีไดจากแกมมาโกลบูลินอิสระและเอนไซมอิสระ
ออกจากคอนจเูกตโดยใชเทคนิค gel filtration chromatography ได 

5. การตรวจสอบชนิดของพิษงูดวยวิธี dot-ELISA โดยใชแกมมาโกลบูลินท่ีแยกไดโดยวิธี 
Ion-exchange chromatography สามารถอานผลในการตรวจวัดระดับพษิงูไดไมชัดเจน เนื่องจากพ้ืน
ของกระดาษไนโตรเซลลูโลสจะเปอนสีไมสะอาด ทําใหการอานผลไมชัดเจนและการใชแกมมา
โกลบูลินท่ีแยกโดยวิธี affinity chromatography จะใหผลดีกวา 

6. การตรวจสอบปฏิกิริยาขามกลุมของพิษงูกะปะและพิษงูเหา ดวยวธีิ dot-ELISA พบวา
ไมเกิดปฎิกิริยาขามกลุมระหวางพิษงูท้ังสองชนิดนี ้

7. การตรวจสอบชนิดของพิษงดูวยวิธี ELISA บนไมโครเพลต โดยใชคอนจูเกตท่ีเตรียม
ไดในการตรวจสอบ สามารถวัดระดับพิษงูกะปะไดท่ีระดับ 1 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร และพิษงเูหาท่ี
ระดับ 1 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร 

8. การตรวจสอบชนิดของพิษงูดวยวิธี dot-ELISA โดยใชแกมมาโกลบูลินท่ีแยกไดดวยวิธี 
affinity chromatography จะสามารถตรวจสอบพิษงูกะปะไดท่ีระดับ 5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรและ
สามารถตรวจสอบพิษงูเหาไดท่ีระดับ 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
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ภาคผนวก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



วิธีเตรียมสารเคมี 
 
1 mM HCl 
 HCl      83.6  ไมโครลิตร 
 น้ํากล่ัน    1  ลิตร 
 
0.1 M NaHCO3, pH 8.3 (coupling buffer) 
 NaHCO3    8.4  กรัม 
 น้ํากล่ัน        1  ลิตร 
 
0.1 M Glycine, pH 8.0 

Glycine     1.5  กรัม 
 น้ํากล่ัน        100  มิลลิลิตร 
 
0.1 M Sodium acetate buffer (CH3COONa, pH 4.0) 
 CH3COONa    8.2  กรัม 
 น้ํากล่ัน        1  ลิตร 
 
0.1 M Glycine/HCl, pH 2.5 

Glycine     7.5  กรัม 
 น้ํากล่ัน        1  ลิตร 

 
Verosal buffer, pH 8.5 
 H3BO3     9  กรัม  

NaOH     2  กรัม 
 น้ํากล่ัน        1  ลิตร 
 
 
 
 
 



0.15 M phosphate buffer saline (PBS), pH 7.2 
 NaCl     8.0  กรัม 
 KH2PO4     0.2  กรัม 
 KCl     0.2  กรัม 
 Na2HPO4    1.15  กรัม 
 น้ํากล่ัน        1  ลิตร 
 
3.75% และ 8.0% SDS-acrylamide 
    ความเขมขน 3.75% ความเขมขน 8.0%   
30% acrylamide    0.5   1.85  มิลลิลิตร 
3 M Tris-HCl pH 8.8   -   1.75  มิลลิลิตร 
0.5 M Tris-HCl pH 6.8   1.0      -  มิลลิลิตร 
1% SDS    0.4   0.7  มิลลิลิตร 
2.5% APS    0.2   0.35  มิลลิลิตร 
TEMED    0.005   0.01  มิลลิลิตร 
น้ํากล่ัน        1.9   2.35  มิลลิลิตร 
รวม     4   7  มิลลิลิตร 
 
30% acrylamide 

Acrylamide    30  กรัม 
 N, N�-methylene bisacrylamide  0.8  กรัม 
 น้ํากล่ัน         100  มิลลิลิตร 
 
3 M Tris-HCl, pH 8.8 
 Tris     36.33  กรัม 

น้ํากล่ัน         100  มิลลิลิตร 
 

0.5 M Tris-HCl, pH 6.8 
Tris     6.055  กรัม 
น้ํากล่ัน         100  มิลลิลิตร 



1% SDS     
Sodium dodecyl sulfate (SDS)  1  กรัม 
น้ํากล่ัน         100  มิลลิลิตร 

 
2.5 % ammonium persulfate (APS)   

APS     0.025  กรัม 
น้ํากล่ัน         1  มิลลิลิตร 
 

0.5 % Bromophenol blue 
Bromophenol blue   0.05   กรัม 
Tris     10  มิลลิลิตร 

 
Running buffer 

Tris     3.03  กรัม 
Glycine     14.4  กรัม 
SDS     1  กรัม 
น้ํากล่ัน         1  ลิตร 
 

Coomassie brilliant blue staining solution 
 0.2% Coomassie brilliant blue  0.014  กรัม 
 Acetic acid    7  มิลลิลิตร 

Methanol     46.5  มิลลิลิตร 
น้ํากล่ัน         1  มิลลิลิตร 
 

Destaining solution 
 Acetic acid    125  มิลลิลิตร 

Methanol     250  มิลลิลิตร 
น้ํากล่ัน         625  มิลลิลิตร 
 
 
 



0.05 M Sodium carbonate � bicarbonate buffer, pH 9.6 (coating buffer) 
 Na2CO3     1.59  กรัม 
 NaHCO3    2.93  กรัม 

น้ํากล่ัน         1  ลิตร 
 

Phosphate buffer saline�Tween (PBST) 
 Tween 20    0.5  มิลลิลิตร 
 PBS     1  ลิตร 
 
0.5% BSA ใน PBST (Diluting buffer) 
 BSA     0.5  กรัม 
 PBST     100  มิลลิลิตร 
 
Washing buffer 
 NaCl     9.0  กรัม 
 Tween 20    0.5  มิลลิลิตร 

น้ํากล่ัน         1  ลิตร 
 

สารละลายสับสเตรต OPD 
 o-phenylenediamine dihydrochloride 8  มิลลิกรัม 
 30% H2O2    5    ไมโครลิตร 

น้ํากล่ัน         12  มิลลิลิตร 
 

Naphthol (stock) 
 4-chloro-1-naphthol   30  มิลลิกรัม 
 Methanol     10  มิลลิลิตร 
  
สารละลายสับสเตรต Naphthol 
 4-chloro-1-naphthol (stock)  2  มิลลิลิตร 
 30% H2O2    5  ไมโครลิตร 

PBS     10  มิลลิลิตร  



0.3 M Sodium bicarbonate, pH 8.1 
 NaHCO3    2.52  กรัม  
 น้ํากล่ัน         100  มิลลิลิตร 
 
1% Dinitro � fluorobenzene (DNFB) 
 DNFB     10  ไมโครลิตร 

เอธานอล    1,000  ไมโครลิตร 
 
0.06 M Sodium metaperiodate 
 NaIO4     0.12  กรัม 

น้ํากล่ัน         10  มิลลิลิตร 
 

0.16 M Ethylene glycol 
 C2H6O2     0.993  กรัม 
 น้ํากล่ัน         100  มิลลิลิตร 
 
0.01 M Carbonate buffer, pH 9.5 
 Na2CO3     1.06  กรัม 

น้ํากล่ัน         1  ลิตร 
 

5% Sodium borohydride 
 NaBH4     50  มิลลิกรัม 

น้ํากล่ัน         1  มิลลิลิตร 
 
สารละลาย blotto 5% 
 นมพรองมนัเนย (skim milk)  5  กรัม 
 Triton X-100    0.1  มิลลิลิตร 
 สารละลายเมอรไธโอเลต 1%  1  มิลลิลิตร 
 PBS     100  มิลลิลิตร 
 
 



สารละลายเมอรไธโอเลต 1% 
 C9H9HgNaO2S    0.1  กรัม 
 PBS     10  มิลลิลิตร 
 
การวัด Protien โดยวิธ ีLowry 
Reagent A 
ก. 2% Sodium potassium tartrate 1 มิลลิลิตร 
ข. 1% CuSO4 5H2O  1 มิลลิลิตร 
ค. 2% Na2CO3 ใน 0.1 N NaOH  98 มิลลิลิตร 

 
Reagent B 
 2 N � Folin � phenol   25  มิลลิลิตร 
 น้ํากล่ัน         75  มิลลิลิตร 
 
2% Sodium potassium tartrate 
 NaKC4H4O6.4H2O   0.2  กรัม 

น้ํากล่ัน         10  มิลลิลิตร 
 
1% CuSO4.5H2O 
 CuSO4.5H2O    0.1  กรัม 
 น้ํากล่ัน         10  มิลลิลิตร 
 
2% Na2CO3 ใน 0.1 N NaOH 
 Na2CO3     2  กรัม 
 NaOH     0.4  กรัม 
 น้ํากล่ัน        100  มิลลิลิตร 
 
 
 
 
 



ประวัติผูเขียน 
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