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 %    percent 
 Ab    antibody 

Amax    maximum absorbance 
Amin     minimum absorbance 
BSA     bovine serum albumin 
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g     gram 
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HRP     horseradish peroxidase 
IC50     inhibitory concentration 50% 
Ig     immunoglobulin 
KLH     keyhole limpet hemocyanin 
L     litre 
LOD     limit of detection 
LOQ    limit of quantitation 
M     molar 
MALDI-TOF MS  matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-

flight mass spectrometry 
ml     millilitre 
MRLs    maximum residue limits 
N     normal 
ng     nanogram 
O.D.     optical density 



 

 

ฑ

 

สัญลักษณและคํายอ (ตอ) 
 

OPD     o-phenylenediamine 
PBS     phosphate buffer saline 
PBS-T    phosphate buffer saline with 0.05%Tween20 
ppb     part per billion 
ppm     part per million 
ug     microgram 
ul     microlitre 
v     volume 
w     weight 

 

 
 
 

 



บทที่  1 
 

บทนํา 

 

1.1 ความเปนมาและความสําคญัของปญหา 
 

คลอแรมเฟนิคอล (Chloramphenicol, CAP) เปนสารที่มีคุณสมบัติเปนสารปฎิชีวนะ ซ่ึงถูก
นํามาใชอยางกวางขวางในการรักษาสัตวเพราะราคาถูก แตเนื่องจากสารนี้มีความเปนพิษตอมนุษย 
(World Health Organization, 1988) และสามารถตกคางอยูในสัตวที่ถูกนํามาบริโภคได ดังนั้นคลอ
แรมเฟนิคอลจึงถูกระงับการใชในสัตวที่จะนํามาทําเปนอาหารสําหรับบริโภค (EEC, 1994) ใน
ปจจุบันประเทศตางๆ ทั้งในสหภาพยุโรป และสหรัฐอเมริกา ไดกําหนดมาตรฐานที่เขมงวดมากขึ้น
เกี่ยวกับปริมาณคลอแรมเฟนิคอลที่สามารถตกคางอยูในผลิตภัณฑอาหารแชแข็งที่นําเขาจาก
ประเทศตางๆ ยกตัวอยางในกรณีของกุงแชแข็ง ปริมาณคลอแรมเฟนิคอลที่ตกคางอยูจะตองมี
ปริมาณไมเกิน 0.3 ppb สําหรับสหภาพยุโรป และ 1.0 ppb สําหรับสหรัฐอเมริกา ดังนั้นผูผลิต
อาหารแชแข็งสงออกตางๆ จึงตองทําการตรวจวัดหาปริมาณคลอแรมเฟนิคอลที่ตกคางอยูกอนที่จะ
สงออกผลิตภัณฑ 
  ในการตรวจวัดปริมาณคลอแรมเฟนิคอลสามารถกระทําไดหลายวิธีเชน Thin-layer 
chromatography, Liquid chromatography และ Gas chromatography ซ่ึงสามารถตรวจคลอแรม    
เฟนิคอลที่มีปริมาณต่ําในนมไดถึง 4, 2 และ 1 µg/L ตามลําดับ แตเนื่องจากวิธีเหลานี้ตองใช
เวลานานในการวิเคราะห และตองอาศัยผูชํานาญการ จึงไดมีการพัฒนาการวิเคราะหที่สามารถทํา
ไดรวดเร็วและสะดวกขึ้นโดยอาศัยหลักการทางดานอิมมูโนวิทยา เชน เอนไซมลิงคอิมมูโนซอร
เบนตแอสเสย ซ่ึงสามารถตรวจหาคลอแรมเฟนิคอลไดภายใน 2 ชั่วโมง (Cazemier et al., 1996; 
Mamenta et al., 1996) ในปจจุบันไดมีการพัฒนาชุดตรวจสอบคลอแรมเฟนิคอลโดยวิธีเอนไซม
ลิงคอิมมูโนซอรเบนตแอสเสยสําหรับใชตรวจหาคลอแรมเฟนิคอลที่อาจตกคางอยูในอาหาร มีช่ือ
ทางการคาคือ Quick Card® ซ่ึงสามารถตรวจหาปริมาณคลอแรมเฟนิคอลไดในชวง 5-10 µg/L 
(Gaudin and Maris, 2001) แตเนื่องจากการปรับขอกําหนดมาตรฐานที่เขมงวดขึ้นอยางมาก ทําใหมี
หลายบริษัท เชน EURO-DIAGNOSTICA B.V. ของประเทศเนเธอรแลนดไดพัฒนาและปรับปรุง
ชุดตรวจสอบขึ้นมา ซ่ึงสามารถตรวจหาปริมาณคลอแรมเฟนิคอลไดต่ําสุดถึง 0.02 ng/ml โดยใช
เวลาในการตรวจสอบประมาณ 2-6 ชั่วโมง  
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  วิธีตรวจสอบหาคลอแรมเฟนิคอล (CAP) โดยวิธีเอนไซมลิงคอิมมูโนซอรเบนตแอสเสยได
ถูกพัฒนาขึ้นโดยเริ่มจากการเตรียมแอนติบอดีที่สามารถจดจํา CAP ไดอยางจําเพาะ ซ่ึงทําไดโดย
การฉีดแอนติเจน คือ CAP succinate ที่เชื่อมตอกับ bovine serum albumin (BSA) เขาในกระตาย 
ตามเวลาและปริมาณที่กําหนด หลังจากการฉีดกระตุนซ้ําก็จะทําการเกบ็ตัวอยางเลือดมาทดสอบหา
พอลีโคลนอลแอนติบอดีตอ CAP โดยอาศัยความจําเพาะในการจับระหวางพอลีโคลนอล
แอนติบอดีกับ CAP ที่ถูกติดฉลากไวดวยเอนไซม horseradish peroxidase (HRP) หลังจากการทํา
การวัดแอคติวิตีของเอนไซม ซ่ึงจะทําใหสามารถคัดเลือกแอนติบอดีที่มีความสามารถตามที่ตองการ
ได ดวยวิธีพอสังเขปดังกลาว แอนติบอดีที่เตรียมขึ้นสามารถใชตรวจสอบหา CAP ในปสสาวะของ
วัว ปสสาวะของหมู และนม ในปริมาณที่ต่ําสุดได 0.8, 1.4 และ 0.4    µg/L ตามลําดับ ซ่ึงปริมาณ
ต่ําสุดเหลานี้สามารถทําใหต่ําลงไดอีกประมาณ 10 เทา โดยทําการสกัดสิ่งเจือปนออกจากตัวอยาง
กอนทําการตรวจสอบ (Cazemier et al., 1996) นอกจากวิธีเอนไซมลิงคอิมมูโนซอรเบนตแอสเสย
ดังกลาว ยังไดมีการใชการจดจําอยางจําเพาะระหวางพอลีโคลนอลแอนติบอดีกับ CAP มาใช
ตรวจสอบหา CAP โดยวิธีวัดการเปลี่ยนแปลงของ surface plasmon resonance (Guadin and Maris, 
2001) อยางไรก็ตามในการเตรียมพอลีโคลนอลแอนติบอดีสําหรับใชในการตรวจวัดมักมีปญหา
เกี่ยวกับความไมสม่ําเสมอของปริมาณและคุณภาพของพอลีโคลนอลแอนติบอดีที่มีความจําเพาะตอ
แอนติเจน ดังนั้นจึงนิยมที่จะเตรียมแอนติบอดีในรูปของโมโนโคลนอลแอนติบอดี ซ่ึงเตรียมโดย
การนําเซลลเม็ดเลือดขาวของสัตวที่ถูกกระตุนดวยแอนติเจนมาหลอมกับเซลลไมอีโลมาของหนู
เพื่อใหไดเซลลไฮบริโดมาที่สามารถทําการเพาะเลี้ยงเพื่อใชผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีความ
สม่ําเสมอในความจําเพาะตอแอนติเจน (Johnstone and Thorpe, 1987; Bogard et al., 1989) 
  จากการพิจารณาขอมูลเกี่ยวกับการพัฒนาชุดตรวจสอบดังกลาวขางตน กอปรกับประเทศ
ไทยจัดไดวาเปนผูผลิตอาหารแชแข็งสงออกรายสําคัญโดยเฉพาะอยางยิ่งการสงออกกุงแชแข็ง ทํา
ใหในแตละปผูผลิตกุงแชแข็งสงออกหรือหนวยงานบริการรับวิเคราะห ตองทําการสั่งซ้ือชุด
ตรวจสอบจากตางประเทศเปนจํานวนมาก โดยมีราคาประมาณ 15,000 บาทตอชุด ดังนั้นถา
สามารถผลิตชุดตรวจสอบคลอแรมเฟนิคอลที่มีประสิทธิภาพขึ้นเองไดภายในประเทศ นอกจากจะ
เปนการลดการนําเขาและเพิ่มศักยภาพในการแขงขันการสงออกกุงแชแข็งอีกดวย 

1.2  วัตถุประสงคของการวจัิย 
 

เพื่อพัฒนาชุดตรวจสอบที่สามารถตรวจวิเคราะหคลอแรมเฟนิคอลไดโดยใชวิธีเอนไซม
ลิงคอิมมูโนซอรเบนตแอสเสย 
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1.3  ขอบเขตและวิธีดําเนินการวิจัย 
 

1. คนควาและรวบรวมขอมูลที่เกี่ยวของกับการวิจัย 
2. การเชื่อมคลอแรมเฟนิคอลกบั BSA 
3. การคัดเลือกไฮบริโดมาที่จําเพาะตอคลอแรมเฟนิคอล 
4. การตรวจหาไอโซไทปของแอนติบอดีที่คดัเลือกได 
5. การทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหบริสุทธิ์ 
6. การทดสอบหาความจําเพาะของแอนติบอดีตอเอพิโทปบนโมเลกุลคลอแรมเฟนิคอล 
7. การทดสอบความจําเพาะตอคลอแรมเฟนิคอลในรูปอิสระ 
8. การเตรียมชุดตรวจสอบตนแบบ 
9. การสกัดตัวอยางกุงเพื่อนํามาทดสอบในชุดตรวจสอบคลอแรมเฟนิคอล 
10. วิเคราะห สรุปผลการทดลองและเขียนวิทยานิพนธ 

  

1.4  ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 
 

ไดชุดตรวจสอบที่สามารถตรวจวิเคราะหคลอแรมเฟนิคอลไดโดยใชวิธีเอนไซมลิงคอิมมู
โนซอรเบนตแอสเสย 

 



บทที่  2 

ปริทรรศนวรรณกรรม 
 
2.1 แนวคิดและทฤษฎ ี
 

2.1.1 คลอแรมเฟนิคอล 
 

2.1.1.1 คุณสมบัติทางเคมี 
 
คลอแรมเฟนิคอล  มีชื่ อทาง เคมีว า  D(−)-threo-2,2-Dichloro-N-[β-

hydroxy-α-(hydroxymethyl)-β-(4-nitrophenyl) ethyl] acetamide เปนยาปฏิชีวนะที่สกัดไดจากเชื้อ 
Streptomycese venezuelae จากตัวอยางดินในประเทศเวเนซูเอลา คนพบในป 1947 (Bartz, 1948) 
ปจจุบันสามารถสังเคราะหขึ้นดวยกระบวนการทางเคมี คลอแรมเฟนิคอลมีสูตรโครงสรางทางเคมี
ที่ไมซับซอนมากนัก ดังรูปที่ 2.1 

 
 

 
 

รูปท่ี 2.1 โครงสรางของคลอแรมเฟนิคอล  
 

คลอแรมเฟนิคอลเปนสารไมมีสีและไมคอยละลายน้ํา สามารถนํามาใช
เปนยารักษาโรคทั้งในคนและสัตวได ดังนั้นถาคลอแรมเฟนิคอลอยูในรูปของยาฉีดจะตองถูก
เปลี่ยนใหอยูในรูปของซัคซิเนตเอสเทอรที่ละลายน้ําได ถาอยูในรูปของยากินจะอยูในรูปของ              
คลอแรมเฟนิคอลอิสระหรือในรูปของเอสเทอรที่เรียกวาคลอแรมเฟนิคอลพาลมิเตต ซ่ึงยาในรูป 
เอสเทอรจะทําปฏิกิริยากับน้ําและไลเปสไดเปนตัวยาคลอแรมเฟนิคอลอิสระและจะถูกดูดซึมใน
ลําไส คลอแรมเฟนิคอลแพรกระจายอยางรวดเร็วตามเนื้อเยื่อตางๆของรางกาย รวมถึงของเหลว
ตางๆในรางกาย ทั้งสมองและไขสันหลังและสูทารกในครรภได คลอแรมเฟนิคอลคงอยูในรางกาย
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ไดนาน เนื่องจากคลอแรมเฟนิคอลไปยับยั้งระบบการทํางานของเอนไซม cytochrome P450                
ที่อยูในตับ ตับจะทําหนาที่เปลี่ยนสารนี้ใหอยูในรูปที่ละลายน้ําไดหรือ Chloramphenicol 
glucuronide โดยขบวนการ glucuronide formation ดังนั้นความเขมขนของคลอแรมเฟนิคอลใน
เลือดจะขึ้นอยูกับภาวะในการทําหนาที่ของตับ และรางกายจะขับถายคลอแรมเฟนิคอลออกทาง
ปสสาวะเปนสวนใหญ และสวนนอยขับถายออกทางน้ําดีและอุจจาระ (สุวรรณา, 1998; อมรชัย, 
2002) 

 
2.1.1.2 กลไกการออกฤทธิ์ 

 
คลอแรมเฟนิคอลออกฤทธิ์ยับยั้งไดอยางกวางขวางทั้งแบคทีเรียพวก     

แกรมบวกและแกรมลบ เชน E. coli, K. pneumoniae, Streptococci เปนตน  โดยมีกลไกการยับยั้ง 
ดังรูปที่ 2.2 คลอแรมเฟนิคอลจะกระจายเขาสูเซลลของแบคทีเรียและเขาไปจับกับไรโบโซม 50S 
ของแบคทีเรียทําใหไปขัดขวางการจับกันระหวางไรโบโซม 50S กับ aminoacyl-tRNA ทําใหไมเกิด
ปฎิกิริยาระหวางเอนไซม peptidyl transferase กับกรดอะมิโนจาก tRNA สงผลใหเกิดการยับยั้งการ
สังเคราะหโปรตีนของแบคทีเรีย ทําใหแบคทีเรียไมเจริญเติบโต    
 

รูปท่ี 2.2 การขัดขวางการสังเคราะหโปรตีนของแบคทีเรีย 
 
นอกจากนี้คลอแรมเฟนิคอลสามารถยับยั้งการสังเคราะหโปรตีนใน             

ไมโทคอนเดรียของเซลลสัตวชั้นสูงหรือสัตวเล้ียงลูกดวยนม เนื่องจากวาไรโบโซมในไมโท            
คอนเดรียของสัตวช้ันสูงมีลักษณะทางกายภาพใกลเคียงกับไรโบโซมของแบคทีเรีย และเซลลที่
สรางเม็ดเลือดแดงในสัตวช้ันสูงจะมีความไวตอคลอแรมเฟนิคอลมากเปนพิเศษ (สุวรรณา, 1998; 
อมรชัย, 2002)  

. 
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2.1.1.3 ผลขางเคียงจากการใชคลอแรมเฟนิคอล 
 

เนื่องจากคลอแรมเฟนิคอลมีราคาถูก จึงนิยมใชในการรักษาโรคในสัตวที่
ติดเชื้อจากการทําปศุสัตวและการเลี้ยงสัตวน้ําเพื่อบริโภค ซ่ึงกอใหเกิดการตกคางของสารนี้อยูใน
เนื้อสัตวหรือผลิตภัณฑที่ไดจากสัตวที่เปนอาหารเพ่ือบริโภค เมื่อผูบริโภครับประทานเนื้อสัตวที่มี
สารตกคางเขาไปอาจทําใหเชื้อโรคในคนดื้อยาและทําใหไมสามารถใชยานี้รักษาโรคตอไปอีก 
นอกจากนี้ยังกอใหเกิดผลขางเคียงของการใชคลอแรมเฟนิคอลคือจะไปกดการทํางานของ                   
ไขกระดูกจึงทําใหเกิดโรคโลหิตจาง อาจมีเม็ดเลือดขาวนอยกวาปกติและเกล็ดเลือดลดลง และ             
ยังเปนสาเหตุของโรคเลือดไหลไมหยุดเพราะเกล็ดเลือดเปราะบางทําใหประสาทตาพิการ อันตราย
จากคลอแรมเฟนิคอลยังสงผลถึงทารกแรกเกิดโดยทําใหเกิดอาการเกรยซินโดรม คล่ืนไสอาเจียน 
จุกเสียดแนนอึดอัดในทอง การหายใจผิดปกติ ตัวเย็น ถายอุจจาระมีสีเขียว ผิวหนังมีสีเทา ระบบ
หมุนเวียนโลหิตลมเหลวจนอาจถึงขั้นเสียชีวิตได (สุวรรณา, 1998; ลิลา, 2002)  

จากการใชคลอแรมเฟนิคอลมีงานวิจัยที่ศึกษาดานการถายทอดยีนดื้อยา
ของแบคทีเรียวิบริโอที่แยกไดจากกุงกุลาดํา พบวาแบคทีเรียสามารถถายทอดยีนดื้อยาคลอแรม            
เฟนิคอลในระดับที่สูงขึ้นทุกป ถาหากมีผูนําคลอแรมเฟนิคอลไปใชในการเลี้ยงกุงจะทําใหเกิดการ
ตกคางในดินและน้ํา ทําใหเช้ือโรคในสิ่งแวดลอมดื้อยามากขึ้นจนไมสามารถควบคุมโรคกุงไดอีก
ตอไป ดังนั้นองคการอาหารและยาของสหรัฐอเมริกา (The United State Food and Drug 
Administration; USFDA) และหนวยงานประเมินการใชยาของยุโรป (The European Medicines 
Agency; EMEA) ระงับการนําคลอแรมเฟนิคอลมาใชในการเลี้ยงสัตวท่ีผลิตเพื่อเปนอาหารของ
มนุษย (EEC, 1994) เนื่องจากเปนยาที่สงวนไวสําหรับมนุษย ซ่ึงออกฤทธิ์ไดกวางขวางใชรักษาโรค
ติดเชื้อภายนอก โรคผิวหนังบางชนิด  
 ในปจจุบันประเทศตางๆ ทั้งในสหภาพยุโรป และสหรัฐอเมริกา ได
กําหนดมาตรฐานที่เขมงวดมากขึ้นเกี่ยวกับปริมาณคลอแรมเฟนิคอลที่สามารถตกคางอยูใน
ผลิตภัณฑอาหารแชแขง็ที่นําเขาจากประเทศตางๆ โดยมีการกําหนดคา MRLs (maximum residue 
limits) เพื่อเปนหลักใหยึดถือในการปฏิบัติใหเกิดความปลอดภัยแกผูบริโภคและชวยใหการดําเนิน
ธุรกิจเปนไปไดอยางราบรื่น โดยมีมาตรฐานที่กําหนดขึ้นมาเปนเครื่องชวยในการตัดสินใจ เชน ใน
สําหรับสหภาพยุโรป ไดกําหนดคา MRLs ของคลอแรมเฟนิคอลตกคางในอาหารเทากับ                      
0.3 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม (2003/181/EC, 2003; Official Journal of the European Union, 2003) 
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2.1.2 การตรวจวิเคราะหคลอแรมเฟนิคอล 
 

ในการตรวจวิเคราะหหาคลอแรมเฟนิคอลสามารถกระทําไดหลายวิธีเชน Thin 
layer chromatography (TC), Liquid chromatography (LC), High performance Liquid 
chromatography (HPLC), Gas chromatography (GC) วิธีการเหลานี้ตองอาศัยผูชํานาญการ           
ใชเครื่องมือที่มีราคาแพงและใชเวลานานในการวิเคราะหตัวอยาง จึงไดมีการพัฒนาการวิเคราะหที่
สามารถทําไดรวดเร็ว คาใชจายไมแพง สะดวกขึ้นโดยอาศัยหลักการทางดานวิทยาภูมิคุมกัน โดย
อาศัยหลักการการจับกันแบบจําเพาะระหวางแอนติเจนกับแอนติบอดี เพื่อทําการทดสอบเบื้องตน
กอนที่จะยืนยันปริมาณที่แนนอนโดยวิธีที่อาศัยหลักการทางดานโครมาโทกราฟ  
 

2.1.3 หลักการตรวจวิเคราะหทางดานวิทยาภูมิคุมกัน 
 
หลักการทางดานวิทยาภูมิคุมกันอาศัยการทําปฏิกิริยาระหวางโมเลกุล 2 ชนิด คือ 

แอนติเจนและแอนติบอดี ซ่ึงเปนปฏิกิริยาที่มีความจําเพาะสูง การจับกันระหวางแอนติเจนและ
แอนติบอดีมีลักษณะสําคัญ 2 อยาง คือ ความจําเพาะ (Specificity) และ สัมพรรคภาพในการจับ 
(Affinity) ซ่ึงการจับกันนี้อาจกอใหเกิดผลที่สามารถทําใหมองเห็นได เชน เกิดเปนตะกอนหรือมี
การเกาะกลุมของแอนติเจนเกิดขึ้น หรือบางในกรณีจําเปนตองมีการติดฉลากแอนติเจนหรือ
แอนติบอดีดวยสารบางอยางกอน เชน เอนไซม สารเรืองแสง เปนตน จึงจะทําใหทราบวามีปฏิกิริยา
ระหวางแอนติเจนและแอนติบอดีเกิดขึ้น แตในที่นี้จะกลาวถึงเฉพาะการติดตามปฏิกิริยาระหวาง
แอนติเจนและแอนติบอดีโดยมีการติดฉลากแอนติบอดีหรือแอนติเจนดวยเอนไซมหรือที่เรียกวา 
Enzyme Immunoassay (EIA)  ซ่ึง EIA ยังสามารถแบงออกตามหลักการและวิธีการไดเปน 2 แบบ 
คือ (สุทธิพันธ และคณะ, 2542) 

 
1. Homogeneous enzyme immunoassay 

ในการทดสอบไมตองทําการแยกแอนติเจนสวนที่จับอยูกับแอนติบอดีออก
จากแอนติเจนหรือแอนติบอดีอิสระก็สามารถตรวจปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนและแอนติบอดีที่
เกิดขึ้นได ซ่ึงหลักการของ Homogeneous EIA นี้แสดงไดดังรูปที่ 2.3 
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 รูปท่ี 2.3 หลักการของ Homogeneous enzyme immunoassay 
 
จากรูปที่ 2.3 เมื่อใหแอนติบอดีทําปฏิกิริยากับแอนติเจนที่ติดฉลากดวย

เอนไซม จะทําใหการทําหนาที่ของเอนไซมเกิดการเปลี่ยนแปลง แตถาหากในปฏิกิริยานั้นมี
แอนติเจนที่จําเพาะจากสิ่งสงตรวจอยูดวย จะทําใหแอนติบอดีนั้นทําปฏิกิริยากับแอนติเจนที่ติด
ฉลากลดลง สงผลใหการทําหนาที่ของเอนไซมลดลงไปและสังเกตไดจากการเปลี่ยนแปลงของสีที่
เกิดขึ้นเมื่อมีการเติมซับสเตรตของเอนไซมลงไป ซ่ึงหนาที่ของเอนไซมเปนปฏิภาคผกผันกับ
ปริมาณของแอนติเจนในสิ่งสงตรวจ 

 
2. Heterogeneous enzyme immunoassay 

ในการทดสอบตองทําการแยกแอนติเจนที่จับอยูกับแอนติบอดีออกจาก
แอนติเจนหรือแอนติบอดีที่อยูเปนอิสระ สวนใหญ Heterogeneous enzyme immunoassay จะเปน
แบบ solid phase assay ซ่ึงแบบนี้จะเรียกวา Enzyme linked-immunosorbent assay (ELISA) ซ่ึง
สามารถแบงออกไดเปน 2 วิธี ไดแก  

 
2.1 competitive ELISA 

วิธีนี้สามารถใชแอนติเจนหรือแอนติบอดีติดฉลากดวยเอนไซมได ใน
กรณีที่ติดฉลากแอนติบอดีดวยเอนไซม วิธีการทดสอบดังรูปที่ 2.4 คือ ใหเคลือบพื้นผิววัสดุแข็ง
ดวยแอนติบอดี  และใหแอนติเจนที่ตองการทดสอบแยงกับแอนติเจนที่ติดฉลากดวยเอนไซม ถา
แอนติเจนที่ทดสอบมีมากจะสามารถแยงจับกับแอนติบอดีไดมาก ทําใหมีแอนติเจนติดฉลากจับอยู
กับแอนติบอดีบนพื้นผิววัสดุนอย ในการทําปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนที่ติดฉลากกับแอนติบอดีนี้ 

enzyme substrate Enzyme-labelled 
antigen 

Substrate degraded 

Antibody Substrate not degraded 

enzyme activity altered 

Standard or unknown 
antigen 

enzyme activity unaffected 
Substrate degraded 
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ไมมีผลทําใหหนาที่ของเอนไซมเปลี่ยนแปลงไป เนื่องจากมีการลางเอาแอนติเจนที่ไมไดทํา
ปฏิกิริยากับแอนติบอดีบนพื้นผิววัสดุแข็งนั้นออกไปแลว จากนั้นเมื่อมีการเติมซับสเตรตของ
เอนไซม จะเกิดการเปลี่ยนแปลงของซับสเตรตเปนปฏิภาคผกผันกับปริมาณแอนติเจนที่นํามา
ทดสอบ ซ่ึงในการทดสอบเพื่อหาปริมาณของแอนติเจนดวยวิธีนี้จําเปนตองสรางกราฟมาตรฐานที่
แสดงความสัมพันธระหวางการเปลี่ยนแปลงของซับสเตรตของเอนไซมกับแอนติเจนมาตรฐาน
ความเขมขนตางๆ เพื่อใชในการอานคาของปริมาณแอนติเจนในสิ่งสงตรวจ 

 

 
 
รูปท่ี 2.4 หลักการของ Competitive ELISA ที่ใชแอนติเจนเปนตวัติดฉลากดวยเอนไซม 

 
สวนในกรณีที่ใชแอนติบอดีติดฉลากดวยเอนไซม หลักการทดสอบดังรูป

ที่ 2.5 คือ ใหเคลือบผิววัสดุแข็งดวยแอนติเจนและใหแอนติเจนที่ตองการทดสอบแยงกับแอนติเจน
ที่เคลือบผิวในการจับกับแอนติบอดีที่ติดฉลากดวยเอนไซมที่ทําการเติมลงไปในการทําปฏิกิริยา ถา
แอนติเจนที่ตองการทดสอบมากจะขัดขวางการจับของแอนติบอดีติดฉลากกับแอนติเจนที่เคลือบผิว
มาก เปนผลใหมีแอนติบอดีติดฉลากจับกับแอนติเจนที่เคลือบผิวนอย สงผลใหในปฏิกิริยามี
เอนไซมนอย และเมื่อทําการเติมซับสเตรตของเอนไซมลงไป การเปลี่ยนแปลงของซับสเตรตจะ
เปนปฏิภาคผกผันกับปริมาณของแอนติเจนที่นํามาทดสอบ 

 
 
 

1. antibody adsorbed 
to solid phase 

2b incubate with enzyme-labelled  
     antigen. fixed concentration and  
     unlabelled antigen  
     (standard or unknown)  
    variable concentration 

2a incubate with      
     enzyme-labelled      
     antigen. 
     fixed concentration 

Wash, then incubated 
with enzyme substrate 

3a 3b

Difference between substrate hydrolysis in 3a and 
3b = amount of unknown or standard antigen 
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รูปท่ี 2.5 หลักการของ Competitive ELISA ที่ใชแอนตบิอดีเปนตวัตดิฉลากดวยเอนไซม 
 

2.2 Non-competitive ELISA 
วิธีนี้สามารถหาปริมาณแอนติเจนหรือแอนติบอดีได ในกรณีตองการ

ตรวจหาแอนติเจน มีหลักการดังรูปที่ 2.6 คือ ใหเคลือบผิววัสดุแข็งดวยแอนติบอดีตัวที่หนึ่งที่
จําเพาะกับแอนติเจนที่ตองการทดสอบและเติมแอนติเจนที่ตองการทดสอบเพื่อใหทําปฏิกิริยากับ
แอนติบอดีที่เคลือบผิว เมื่อทําการลางแอนติเจนที่ตองการทดสอบที่ไมถูกจับดวยแอนติบอดีที่
เคลือบผิวก็จะถูกชะออกไป เหลือเพียงแอนติเจนที่ตองการทดสอบที่ถูกจับดวยแอนติบอดีที่เคลือบ
ผิว และเมื่อทําการเติมแอนติบอดีตัวที่สองที่จําเพาะตอแอนติเจนที่ตองการทดสอบและติดฉลาก
ดวยเอนไซมลงไป แอนติบอดีตัวที่สองนี้จะไปจับกับแอนติเจนที่ตองการทดสอบนั้น ถาแอนติเจน
ที่ตองการทดสอบมีมาก แอนติบอดีตัวที่สองนี้ก็จะจับกับแอนติเจนที่ตองการทดสอบไดมาก
เชนเดียวกัน ดังนั้นก็จะมีเอนไซมติดอยูกับผิวเคลือบบนวัสดุแข็งมากเชนเดียวกัน หลังจากลางแยก
แอนติบอดีติดฉลากสวนเกินที่ไมไดทําปฏิกิริยาออก แลวเติมซับสเตรตของเอนไซมลงไป การ
เปลี่ยนแปลงของซับสเตรตจะเปนปฏิภาคผันแปรกับปริมาณของแอนติเจนที่ตองการทดสอบ  โดย
ที่วิธีนี้แอนติเจนที่ใชจะตองมี Binding site มากพอที่จะทําปฏิกิริยากับแอนติบอดีที่ใชในการเคลือบ
ผิววัสดุและแอนติบอดีที่ติดฉลากดวยเอนไซม หรือกลาวอีกนัยหนึ่งวาแอนติบอดีทั้งสองตัวจะตอง
มีความสามารถในการจับกับ binding site บนแอนติเจนที่นํามาทดสอบไดตางกัน วิธีการนี้ใช
แอนติบอดี 2 ตัวจับกับแอนติเจน 1 ตัว โดยการประกบคู จึงอาจเรียกวิธีการนี้วา Sandwich ELISA 

 

1. antigen adsorbed 
to solid phase 

2b incubate with enzyme-labelled  
     antibody. fixed concentration and 
     standard or unknown antigen,  
    variable concentration 

2a incubate with      
     enzyme-labelled      
     antibody. 
     fixed concentration 

Wash, then incubated 
with substrate 

3a 3b

Difference between substrate hydrolysis in 3a and 
3b = amount of unknown or standard antigen 
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รูปท่ี 2.6 หลักการของ Sandwich ELISA (Voller, 1978) 
 
สวนในกรณีที่ตองการตรวจหาแอนติบอดี มีหลักการดังรูปที่ 2.7 คือ ใหเคลือบผิว

วัสดุแข็งดวยแอนติเจนแลวทําการเติมแอนติบอดีที่ตองการทดสอบลงไป จากนั้นทําการเติม
แอนติบอดีที่จําเพาะกับแอนติบอดีที่ตองการทดสอบ หรือท่ีเรียกวา Anti-immunoglobulin ซ่ึงติด
ฉลากดวยเอนไซมลงไปในปฏิกิริยา Anti-immunoglobulin ที่ติดฉลากดวยเอนไซมจะไปจับกับ
แอนติบอดีที่ตองการทดสอบนั้น เมื่อทําการลาง Anti-immunoglobulin ที่ติดฉลากดวยเอนไซมที่ไม
เกิดปฏิกิริยาออก เมื่อทําการเติมซับสเตรตของเอนไซมลงไป การเปลี่ยนแปลงของซับสเตรตจะเปน
ปฏิภาคผันแปรกับปริมาณของแอนติบอดีที่ตองการทดสอบ   

 
 
 
 
 
 
 

1. Antibody adsorbed to plate 

Wash

Wash

Wash

2. test solution containing 
antigen added  

3. add enzyme-labelled specific 
antibody 

4. add enzyme substrate 

Amount hydrolysis = amount 
antigen present  
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รูปท่ี 2.7 หลักการของ Indirect ELISA (Voller, 1978) 

 
2.1.4 สวนประกอบของชดุตรวจสอบคลอแรมเฟนิคอลโดยอาศัยหลักการวิทยา

ภูมิคุมกัน 
 

2.1.4.1 แอนติบอด ี
 

ชุดตรวจสอบสวนใหญนิยมใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีมากกวาพอลี
โคลนอลแอนติบอดี เนื่องจากวามีความจําเพาะมากกวา และสามารถควบคุมคุณภาพและปริมาณ
ของแอนติบอดีที่ใชการผลิตชุดตรวจสอบได ซ่ึงความแตกตางระหวางพอลีโคลนอลแอนติบอดแีละ
โมโนโคลนอลแอนติบอดีแบงไดเปน 4 ประการ คือ 

1. แหลงกําเนิดและวิธีการผลิต 
การผลิตพอลีโคลนอลแอนติบอดีมีคาใชจายนอยกวาและทําไดงาย

กวา แตการผลิตแตละครั้งจะมีปริมาณจํากัดและสวนประกอบของแอนติบอดีจะแตกตางทั้งในดาน
คุณภาพและปริมาณ ดังนั้นจะตองมีวิธีการควบคุมคุณภาพของแอนติบอดีที่ผลิตขึ้นทุกครั้ง       

1. Antigen adsorbed to plate 

Wash

Wash

Wash

2. Add serum, any specific 
antibody attaches to antigen 

3. add enzyme-labelled 
antiglobulin which attaches 
to antibody 

4. add substrate 

Amount hydrolysis = amount 
antibody present  
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สวนโมโนโคลนอลแอนติบอดีสามารถผลิตไดอยางไมจํากัดทั้งในดานคุณภาพและปริมาณ 
เนื่องจากทั้งยีนและเซลลที่ผลิตแอนติบอดีจะถูกเก็บรักษาไวไดตลอดไป 

 
2. ความจําเพาะตอแอนติเจน 

โมโนโคลนอลแอนติบอดีมีความจําเพาะตอเอพิโทปชนิดใดชนิด
หนึ่ ง เท านั้น  ซ่ึ งอาจ เปน เอพิโทปที่ จํ า เพาะหรือ เอพิโทปที่ทํ าให เกิดปฏิกิ ริยาข ามก็ได                    
สวนพอลีโคลนอลแอนติบอดีประกอบดวยแอนติบอดีหลายๆชนิดที่แตละโมเลกุลมีความจําเพาะ
ตอเอพิโทปของตัวเอง ซ่ึงทําใหพอลีโคลนอลแอนติบอดีมีความจําเพาะตอหลายเอพิโทปบน
โมเลกุลของแอนติเจน ดังนั้นเมื่อทําการเปรียบเทียบความจําเพาะและปฏิกิริยาขามระหวางพอลี
โคลนอลแอนติบอดีกับโมโนโคลนอลแอนติบอดีจะพบวาพอลีโคลนอลแอนติบอดีสามารถที่จะ
เกิดปฏิกิริยาขามไดมากกวาโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

 
3. สัมพรรคภาพของแอนติบอดี 

สัมพรรคภาพเปนคุณสมบัติจําเพาะภายในของแอนติบอดีแตละชนิด 
คุณสมบัตินี้จะถูกกําหนดโดยสวนที่ใชจับกับแอนติเจนหรือที่เรียกวาสวน variable region ของ  
อิมมูโนโกลบูลิน ในระหวางการเกิดพัฒนาการของ B lymphocyte จะมีการจัดเรียงตัวใหมของยีน     
อิมมูโนโกลบูลินในแบบตางๆกัน ซ่ึงจะทําใหเกิดแอนติบอดีที่มีสัมพรรคภาพตางกัน โดยท่ี         
สัมพรรคภาพของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจะดีหรือไมขึ้นอยูกับวิ ธีการในการคัดเลือก             
เซลลตนกําเนิดของโมโนโคลนอลแอนติบอดีนั้น นอกจากนี้ยังสามารถเปลี่ยนแปลงสัมพรรคภาพ
ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีดวยวิธีการทางพันธุวิศวกรรมโดยการเปลี่ยนแปลงที่ระดับยีน      
อิมมูโนโกลบูลิน  สวนพอลีโคลนอลแอนติบอดีจะมีสัมพรรคภาพที่เปนผลเฉลี่ยของแอนติบอดี   
แตละโมเลกุลที่ประกอบกันขึ้นมาเปนพอลีโคลนอลแอนติบอดี  

 
4. Effector function 

Effector function เปนคุณสมบัติทางชีวภาพของแอนติบอดีแตละ
ชนิด เชน ความสามารถในการกระตุนคอมพลีเมนต เปนตน คุณสมบัตินี้จะแตกตางกันในแตละ   
ไอโซไทปและซับคลาสของอิมมูโนโกลบูลินนั้นๆและจะกําหนดคุณสมบัติของโมโนโคลนอล
แอนติบอดีใหมีคุณสมบัติชีวภาพในดานตางๆ แตกตางกันไป สวนพอลีโคลนอลแอนติบอดีจะมี
ความสามารถในดาน effector function ดีมากนอยเทาใดขึ้นอยูกับคุณสมบัติของแอนติบอดีแตละ
โมเลกุลที่ประกอบกันขึ้นมาเปนพอลีโคลนอลแอนติบอดี  
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2.1.4.2 แอนติเจน 
 

คุณสมบัติของแอนติเจนที่ใชสําหรับชุดตรวจสอบทางวทิยาภูมิคุมกัน คือ 
ความจําเพาะของแอนติเจน ความครอบคลุม ความบริสุทธิ์ ความคงรูปโครงสรางของแอนติเจน 
และความสามารถในการผลิตปริมาณมาก ในชุดตรวจสอบที่ใชแอนติเจนขนาดเล็กมักตองทําการ
เชื่อมตอเขากบัสารที่มีโมเลกุลใหญกวา ในลักษณะของ hapten carrier conjugate  

 
2.1.4.3 ระบบการตรวจวัดปฏิกิริยา 

 
สวนใหญมั กจะวั ดสีที่ เ กิ ดขึ้ นโดยอ านค า เปนการดูดก ลืนแสง 

(Absorbance หรือ Optical Density; O.D.) ซ่ึงคาการดูดกลืนแสงจะมากหรือนอย สวนหนึ่งขึ้นอยู
กับชนิดเอนไซมและซับสเตรต 
 

2.1.4.3.1 เอนไซม 
 

เอนไซมที่นิยมใชกันมากในชุดตรวจสอบมี 2 ชนดิ คือ Horseradish Peroxidase (HRP) 
และ Alkaline Phosphatase (AP) โดยสวนใหญจะใชเอนไซมเชื่อมเขากับแอนตเิจนหรือแอนติบอดี
ที่ใชเปนตวัตรวจวัด 
 

2.1.4.3.2 ซับสเตรต 
 

ซับสเตรต แตละชนิดจะอานผลคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นแตกตางกัน และ
การใชซับสเตรตขึ้นอยูกับเอนไซมที่ใชในการตรวจวัดดวย เชน เมื่อใชเอนไซม Horseradish 
peroxidase ซับสเตรตที่ใช ไดแก ABTS (2,2’-azino-di-(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonate)) อาน
ผลที่คาการดูดกลืนแสง 415 นาโนเมตร,  TMB (3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine) อานผลที่คาการ
ดูดกลืนแสง 450 นาโนเมตร และ OPD (o-phenylenediamine) อานผลที่คาการดูดกลนืแสง 492 นา
โนเมตร สวนเอนไซม Alkaline Phosphatase (AP) ซับสเตรตที่ใช ไดแก PNP (p-nitrophenyl 
phosphate) อานผลที่คาการดูดกลืนแสง 405 นาโนเมตร, PMP (phenolphthalein monophosphate) 
อานผลที่คาการดูดกลืนแสง 550 นาโนเมตร และ 1NP (1-napthyl phosphate)  อานผลที่คาการ
ดูดกลืนแสง 405 นาโนเมตร    

นอกจากนี้อาจใชระบบของ biotin-streptavidin ในการเพิ่มความแรงของสัญญาณทํา
ใหชุดตรวจสอบมีความไวสูงขึ้นทําใหสามารถตรวจหาสารที่มีปริมาณนอยๆ ได 
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2.1.4.4 พื้นผิวสาํหรับการยึดตรงึ (Solid phase) 
 

รูปแบบของ Solid phase ที่เปนมาตรฐานคือ จานชนดิ 96 หลุม หรือ 
microtitre plate หรือ 96 well-plate ซ่ึงอาจอยูในรูปเพลทอันเดียวกันที่มี 96 หลุมหรืออยูในรูปที่
สามารถหักแบงเปนแถบๆ (Strip) แถบละ 8 หลุมจํานวน 12 แถบ หรือแถบละ 16 หลุม จํานวน 6 
แถบ  
 

2.1.5 การประเมินประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบ 
 

ขอมูลที่แสดงถึงประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบโดยวิธีทางดานวิทยาภูมิคุมกัน 
ประกอบดวย 3 สวน คือ 

1. ความไว  (Sensitivity) บงบอกความสามารถที่จะตรวจพบสารในปริมาณต่ําสุดที่
สามารถวัดไดดวยชุดตรวจสอบนั้น 

2. ความแมนยํา (Precision) บงบอกความสามารถที่จะใหผลเหมือนกันเมื่อทดสอบ
หลายๆ คร้ัง 

3. ความถูกตอง (Accuracy) บงบอกความสามารถที่จะใหผลใกลเคียงกับคาจริงหรือคา
มาตรฐาน 

 
2.2 งานวิจัยท่ีเก่ียวของ 

   
Gwendolyn และคณะ (1984) ไดนําแอนติบอดีที่ไดจากกระตายโดยการฉีดกระตุนดวย 

CAP-KLH  มาตรวจสอบหาปริมาณของคลอแรมเฟนิคอลโดยวิธี competitive enzyme-linked 
immunoassay ซ่ึงใหความไวและความแมนยําในการวัดที่ดี มีความจําเพาะตอคลอแรมเฟนิคอลสูง 
ประหยัด และสามารถวิเคราะหผลไดภายใน 24 ชั่วโมง ซ่ึงในปฏิกิริยามีการแขงขันระหวาง              
คลอแรมเฟนิคอลอิสระในตัวอยางกับคลอแรมเฟนิคอลท่ีเคลือบบนจานชนิด 96 หลุม ในการที่จะ
มาจับกับแอนติบอดีที่ไดจากกระตาย  ซ่ึงแอนติบอดีที่ไมไดจับกับคลอแรมเฟนิคอลอิสระจะถูกวัด
โดยการใช Goat anti-rabbit immunoglobulin G ที่เช่ือมตอกับเอนไซมฮอรสราดิชเปอรออก                  
ซิเดสที่มีขายในทองตลาดดวยวิธีสเปกโทรโฟโตเมตรี โดยที่คาแอคติวิตีของเอนไซมจะเปน
สัดสวนผกผันกับคาความเขมขนของคลอแรมเฟนิคอลในตัวอยางที่นํามาตรวจสอบ วิธีการนี้
สามารถตรวจสอบคลอแรมเฟนิคอลที่ปริมาณต่ําสุด (Limit of detection; LOD) เทากับ 1 นาโนกรัม
ตอมิลลิลิตร  
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Cazemier และคณะ (1996) ไดพัฒนาวิธีการตรวจหาคลอแรมเฟนิคอลและกลูคูโรไนด 
(glucuronide) ซ่ึงเปนสารเมแทบอไลตของคลอแรมเฟนิคอลในตัวอยาง ปสสาวะ เนื้อเยื่อ นม     
และ ไข โดยวิธีการ Enzyme Immunoassay จากวิธีการตรวจสอบนี้ ตัวอยางที่เปนปสสาวะและนม
พรองมันเนยสามารถตรวจสอบไดทันทีโดยไมตองผานขั้นตอนการเตรียม (เพียงทําใหเจือจางใน
สารละลายบัฟเฟอรเทานั้น) ซ่ึงสงผลใหสามารถตรวจสอบความเขมขนของคลอแรมเฟนิคอลต่ําสุด
ที่ 0.8  µg/L ในปสสาวะวัว 1.4 µg/L ในปสสาวะหมูและ 0.4 µg/L ในนม และหากนํานมมากลั่น
ดวยเอทิลอะซีเตตจะสามารถตรวจสอบความเขมขนของคลอแรมเฟนิคอลต่ําสุดไดมากขึ้นอีก   
อยางนอย 10 เทาสําหรับในเนื้อเยื่อและไข หลังจากการสกัดตัวอยางดวยเอทิลอะซีเตตจะนําไปทํา
ใหสะอาดมากขึ้นดวยการใชไอโซออกเทน (Isooctane) หรือไตรคลอโรมีเทน (Trichloromethane) 
ซ่ึงทําใหสามารถตรวจสอบความเขมขนของคลอแรมเฟนิคอลต่ําสุดที่ 0.05-0.1 µg/kg 

 
Bogusz และคณะ (2004) ไดทําการทดลองเพื่อตรวจหาคลอแรมเฟนิคอลและกลูคูโรไนด 

(glucuronide) ซ่ึงเปนสารเมแทบอไลตของคลอแรมเฟนิคอลในอาหาร โดยใชวิธี liquid 
chromatography-electrospay negative ionization tandem mass spectrometry (LC-ESI-MS-MS)  
ซ่ึงในการทดลองใชน้ําผ้ึงและเนื้อเปนตัวอยางและใช chloremphenicol-D5 เปน internal standard  
มีการใชกระบวนการแยกดวยวิธี High Performance Liquid Chromatography (HPLC) โดยใช 
column RP 18 ขนาด 123 mm x 3 mm และ acetonitrile-ammonium formate 10 mM ที่ pH 3.0 และ
ตั้งอัตราการไหลที่ 0.3 มิลลิลิตรตอ พีคของคลอแรมเฟนิคอลถูกชะออกมาหลังจากผานไป 5 นาที
จากชวงเวลาในการชะสารทั้งหมด 7 นาที คา LOD มีคาประมาณ 0.1 นาโนกรัมตอกรัมในเนื้อ และ 
0.05 นาโนกรัมตอกรัมในน้ําผ้ึง ซ่ึงวิธีการที่พัฒนาขึ้นนี้สามารถตรวจสอบตัวอยางไดถึง 30 ตัวอยาง
ตอวัน 
 

Shen และคณะ (2005) ไดพัฒนากระบวนการตรวจหาปริมาณของคลอแรมเฟนิคอลที่
ตกคางในอาหารทะเล  เนื้อ  และน้ํา ผ้ึง  โดยใชหลายกระบวนการรวมกันในการตรวจหา                      
คลอแรมเฟนิคอลตกคางซึ่งสามารถวิเคราะหไดทั้งคุณภาพและปริมาณของคลอแรมเฟนิคอล           
ที่มีในตัวอยาง อีกทั้งมีการหาภาวะที่เหมาะสมที่สุดสําหรับกระบวนการ extraction clean-up 
derivatization และการวิเคราะห โดยหลังจากผานการคัดกรอง (screen) ดวยวิธี ELISA แลว 
ตัวอยางจะไดรับการกลั่นดวย Phosphoric buffer solution, pH 6.88 และเอทิลอะซีเตตกอนที่จะ
นําไปตรวจหาปริมาณดวยวิธี High Performance Liquid Chromatography (HPLC) และ                      
Gas Chromatography Mass Spectrometry Electronic Ionization (GC-MS-EI) ดวยวิธีการเหลานี้         
ทําใหสามารถตรวจหาปริมาณคลอแรมเฟนิคอลที่ตกคางไดในระดับ 0.1 - 10 ไมโครกรัมตอ
กิโลกรัม 



บทที่  3 

อุปกรณและวิธีดําเนินการวิจัย 
 
 
3.1 เคร่ืองมือและอุปกรณท่ีใชในการวิจัย 
 
ตารางที่ 3.1 เครื่องมือและอุปกรณที่ใชในการวิจยั 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

เครื่องมือและอุปกรณ บริษัท 
ขวดแกว Boro 
เครื่อง Microtiterplate reader Titertek multiskan 
เครื่องปนเหวีย่ง MSE minor 35 
เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง Mettler Toledo 
จานชนิด 96 หลุม Nunc 
ตูบมที่มีคารบอนไดออกไซด Revco, Yamato 
ตูปลอดเชื้อ Cambridge 
ปมลม Iwaki 
ปเปตตแกว 10 มิลลิลิตร HBG 
ปเปตตอัตโนมัติ Socorex 
ภาชนะเลี้ยงเซลล 250 มิลลิลิตร Nunc 
หมอนึ่งฆาเชื้อ Udono-RII 
หลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร Axygen 
หลอดปนเหวีย่งขนาด 50 มลิลิลิตร Nunc 
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3.2  สารเคมีท่ีใชในการวิจัย 

ตารางที่ 3.2  สารเคมีที่ใชในการวิจัย 
ชื่อสารเคมี บริษัท ประเทศผูผลิต 
Ammonium chloride Fluka สวิสเซอรแลนด 
Ammonium sulphate Fluka สวิสเซอรแลนด 
Bovine serum albumin Sigma สหรัฐอเมริกา 
CAP-BSA conjugate Biogenesis อังกฤษ 
Chloramphenicol test kit Euro-Diagnostica เนเธอรแลนด 
Chloramphenicol Sigma สหรัฐอเมริกา 
Chloramphenicol succinate Sigma สหรัฐอเมริกา 
Citric acid Merck เยอรมัน 
Copper sulphate Fluka สวิสเซอรแลนด 
D-glucose Sigma สหรัฐอเมริกา 
Disodium hydrogenphosphate Carlo erba สหรัฐอเมริกา 
EDC (1-ethyl-3-dimethylaminopropyl) 
carbodiimide Sigma สหรัฐอเมริกา 
Fetal bovine serum Invitromex เยอรมัน 
HRP-rabbit anti-mouse IgG (Fab specific) Sigma สหรัฐอเมริกา 
Hydrogen peroxide Fluka สวิสเซอรแลนด 
Isotyping  kit Sigma สหรัฐอเมริกา 
L-glutamine Sigma สหรัฐอเมริกา 
Methanol กรมสรรพสามิต ไทย 
Mouse anti-CAP US Biological อเมริกา 
Non-fat dry milk Mission ไทย 
O-phenylenediamine Sigma สหรัฐอเมริกา 
Peroxidase-Rabbit Anti-Mouse IgG  
(Gamma  chain specific) Zymed สหรัฐอเมริกา 
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ตารางที่ 3.2 สารเคมีที่ใชในการวิจยั (ตอ) 
 

ชื่อสารเคมี บริษัท ประเทศผูผลิต 
Potassium dihydrogenphosphate Merck เยอรมัน 
Pyruvic acid Sigma สหรัฐอเมริกา 
RPMI 1640 medium  Invitromex เยอรมัน 
Sodium bicarbonate Sigma สหรัฐอเมริกา 
Sodium carbonate Merck เยอรมัน 
Sodium chloride Merck เยอรมัน 
Sodium dihydrogen phosphate Carlo erba สหรัฐอเมริกา 
Sodium hydroxide Merck เยอรมัน 
Sulfuric acid Merck เยอรมัน 
Tris (hydroxymethyl) aminomethane Merck เยอรมัน 
Trisodium citrate Fluka สวิสเซอรแลนด 
Tween 20 Sigma สหรัฐอเมริกา 

 
3.3  วิธีดําเนินการวิจัย 

 
3.3.1 การเชื่อมคลอแรมเฟนิคอลกับ BSA 
 

3.3.1.1 การเชื่อมคลอแรมเฟนิคอลกบั BSA  
 

ทําการเชื่อมคลอแรมเฟนิคอลเขากับ BSA โดยวิธีคารโบดิอิไมด ซ่ึงมี
ขั้นตอนการทาํดังนี้ นาํโปรตีน BSA 5 มิลลิกรัมมาละลายใน  0.1 M Phosphate buffer, pH 6.0 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จากนัน้ทําการเติมคลอแรมเฟนิคอลซัคซิเนต 1.78 มิลลิกรัม ลงไป เขยาเบาๆ 
ใหเขากนั จากนั้นเติม EDC 1.5 มิลลิกรัม ปนกวนใหเขากันที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 24 ชั่วโมง นํา
สารละลายที่ไดไปไดแอไลซใน PBS ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสโดยเปลี่ยน PBS 5 คร้ัง (Shan และ 
คณะ, 2002)  
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3.3.1.2 การวัดปริมาณโปรตีนของ CAP-BSA โดยวิธี Lowry 
 

ทําการวิเคราะหปริมาณโปรตีนของ BSA หลังจากการเชื่อมกับคลอ
แรมเฟนิคอล (CAP-BSA) ดวยวิธี Lowry โดยเตรยีมสารมาตรฐาน BSA ที่ความเขมขน 0 - 1000 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และสารตัวอยาง CAP-BSA ที่ความเจือจาง 5 และ 10 เทา โดยทําการเจอื
จางดวย PBS โดยใหสารแตละตัวมีปริมาตรสุดทายเปน 40 ไมโครลิตร จากนัน้เตมิ Reagent C 
ปริมาตร 200 ไมโครลิตร เขยาเบาๆ ตัง้ทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 10 นาที และทําการเติม 
Reagent D ปริมาตร 20 ไมโครลิตร เขยาใหเขากนัทันที ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที 
แลวนําไปวัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร  

 
3.3.1.3 การหาน้ําหนกัโมเลกุลของ BSA กอนการเชื่อมตอและหลังการเชื่อมตอ 
 

หาน้ําหนักโมเลกุลของ BSA กอนการเชือ่มตอและหลังการเชื่อมตอ โดย
วิธี Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF-
MS) ซ่ึงมีหลักการคือ ดูวาน้ําหนกัโมเลกลุของ BSA หลังการเชื่อมตอเพิ่มขึ้นหรอืไม ถาน้ําหนัก
โมเลกุลของ BSA หลังการเชื่อมตอเพิ่มขึน้ แสดงวา คลอแรมเฟนิคอลเชื่อมติดกับ BSA ซ่ึงการหา
น้ําหนกัโมเลกลุของ BSA ทําโดยการสงวิเคราะหที่หนวยบริการชวีภาพ ศูนยพันธวุิศวกรรมและ
เทคโนโลยีชีวภาพแหงชาต ิ(BIOTEC)  

 
3.3.2 การคัดเลือกไฮบริโดมาที่จําเพาะตอคลอแรมเฟนิคอล 

 
คัดเลือกไฮบริโดมาที่ผลิตแอนติบอดีที่จําเพาะตอคลอแรมเฟนิคอลที่ไดจาก

สถาบันเทคโนโลยีชีวภาพและวิศวกรรมพันธุศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย โดยวิธี Indirect 
ELISA ซ่ึงมีขั้นตอนดังนี้ ทําการเคลือบจานชนิด 96 หลุม (96 well-plate) ดวยแอนติเจน หลุมละ 
100 ไมโครลิตร สําหรับการทดสอบนี้ใชแอนติเจน 2 ชนิด คือ CAP-BSA และ BSA ความเขมขน           
3 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร แลวบมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12-24 ช่ัวโมง นํามาลางดวย 
PBS (pH 7.4) จํานวน 3 ครั้ง เติมสารละลายนมพรองมันเนย 5% หลุมละ 300 ไมโครลิตร แลวนํา
จานชนิด 96 หลุมไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง จากนั้นนํามาลางดวย PBS จํานวน 
3 ครั้ง เติมอาหารเลี้ยงเซลลที่ไดจากการเลี้ยงไฮบริโดมาที่มีแอนติบอดีหลุมละ 100 ไมโครลิตร นํา
จานชนิด 96 หลุมไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ช่ัวโมง จากนั้นนํามาลางดวย PBS จํานวน  
3 ครั้ง เติมแอนติบอดีทุติยภูมิที่จําเพาะตอ mouse IgG ที่มี HRP เชื่อมอยู (HPR-Rabbit anti-mouse 
IgG) ที่เจือจาง 1:2000 ใน 1% BSA ใน PBS หลุมละ 100 ไมโครลิตร แลวนําจานชนิด 96 หลุมไป
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บมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง จากนั้นนํามาลางดวย PBS จํานวน 3 ครั้ง เติมสารละลาย
ซับสเตรตของเอนไซม ซ่ึงประกอบดวย OPD และ H2O2 ละลายใน 0.15 M Phosphate Citrate 
buffer, pH 5.0 หลุมละ 100 ไมโครลิตร  บมในที่มืดอุณหภูมิหอง เปนเวลา 15 นาที หยุดปฏิกิริยา
เอนไซมโดยเติม 2.5 M H2SO4 หลุมละ 100 ไมโครลิตร จากนั้นนําจานชนิด 96 หลุมไปวัดคา
ดูดกลืนแสง 492 นาโนเมตร โดยเครื่อง ELISA reader  

จากนั้นทําการเปรียบเทียบคาดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร หลังจากทํา Indirect 
ELISA ถาไฮบริโดมาในหลุมใดใหคาดูดกลืนแสงของจานชนิด 96 หลุมที่เคลือบดวย CAP-BSA 
สูง และมีคาดูดกลืนแสงของจานชนิด 96 หลุมที่เคลือบดวย BSA ต่ํา ก็จะเลือกไฮบริโดมานั้นมา
ทําการศึกษาไอโซไทปตอไป  

 
3.3.3 การตรวจหาไอโซไทปของแอนติบอดีท่ีคดัเลือกได 

 
ทําการตรวจหาไอโซไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดี โดยใชชุดทดสอบ 

isotyping kit ของบริษัท Sigma-Aldrich โดยทําการเตรียม Isotyping specific antibody ชนิด IgG1, 
IgG2a, IgG2b, IgG3, IgA และ IgM  มาทําการเจือจางใน PBS ใหไดความเจือจาง 1:1000 นําไปเติม
ในจานชนิด 96 หลุมหลุมละ 100 ไมโครลิตร  แลวบมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 
ช่ัวโมง นํามาลางดวย PBS (pH 7.4) ที่มี 0.05% Tween 20 (PBS-T) จํานวน 3 คร้ัง เติมโมโน
โคลนอลแอนติบอดีจากโคลนตางๆ ที่ตองการตรวจสอบหลุมละ 100 ไมโครลิตร นําจานชนิด 96 
หลุมไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง จากนั้นนํามาลางดวย PBS-T จํานวน  3 ครั้ง เติม
แอนติบอดีทุติยภูมิที่จําเพาะตอ mouse IgG ที่มี HRP เชื่อมอยู ซ่ึงจําเพาะตอ Fab (HPR-Rabbit anti-
mouse IgG (Fab specific)) ที่เจือจาง 1:600 ใน PBS-T หลุมละ 100 ไมโครลิตร แลวนําจานชนิด 96 
หลุมไปบมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที จากนั้นนํามาลางดวย PBS-T จํานวน 3 คร้ัง เติม
สารละลายซับสเตรตของเอนไซม ซ่ึงประกอบดวย OPD และ H2O2 ละลายใน 0.15 M Phosphate 
Citrate buffer, pH 5.0 หลุมละ 100 ไมโครลิตร  บมในที่มืดอุณหภูมิหอง เปนเวลา 15 นาที หยุด
ปฏิกิริยาเอนไซมโดยเติม 2.5 M H2SO4 หลุมละ 50 ไมโครลิตร จากนั้นนําจานชนิด 96 หลุมไปวัด
คาดูดกลืนแสง 492 นาโนเมตร โดยเครื่อง ELISA reader 
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3.3.4 การทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหบริสุทธ์ิ 
 

3.3.4.1 การเตรียมโมโนโคลนอลแอนติบอด ี
 

 นําไฮบริโดมาที่คัดเลือกไดมาเล้ียงในอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ที่มี 
10% FCS ในภาชนะเลี้ยงเซลลขนาด 250 มิลลิลิตร เล้ียงไฮบริโดมาจนกระทั่งอาหารเลี้ยงเซลลมีสี
เหลืองซ่ึงจะมีปริมาณโมโนโคลนอลแอนติบอดีสูง จึงทําการเก็บอาหารเลี้ยงเซลลใหไดปริมาตร 
1000 มิลลิลิตร 

 
3.3.4.2 การทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหเขมขนโดยการตกตะกอนดวย

แอมโมเนียมซัลเฟต  
 

เพื่อนําแอนติบอดีไปทดสอบหาความจําเพาะตอเอพิโทปบนโมเลกุล   
คลอแรมเฟนิคอล โดยวิธี indirect competitive ELISA ซ่ึงมีวิธีการดังนี้ เติมสารละลายแอมโมเนียม
ซัลเฟตที่อ่ิมตัว 90 มิลลิลิตร อยางชาๆ ลงในอาหารเลี้ยงเซลลปริมาตร 110 มิลลิลิตร จนไดความ
เขมขนสุดทายของแอมโมเนียมซัลเฟตเปน 45 เปอรเซ็นต  ปนกวนตอไปเปนเวลา 30-60 นาที 
จากนั้นนําสารละลายที่ไดไปปนเหวี่ยงที่  3000 รอบตอนาทีเปนเวลา  30 นาที  ที่ อุณหภูมิ                  
4 องศาเซลเซียส จากนั้นเก็บสวนตะกอนมาลางดวย 45% แอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัว และละลาย
สวนตะกอนดวย 0.01 M Tris-HCl, pH 8.1 โดยใชปริมาตรเทากับปริมาตรเริ่มตนของ                
อาหารเลี้ยงเซลล จากนั้นนําไปไดแอไลซใน PBS ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยเปลี่ยน PBS เปน
จํานวน 5 คร้ัง  

 
3.3.4.2.1 การหาปริมาณแอนติบอดีโดยการวดัคาการดูดกลืนแสง 

 
ทําการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 260 และ 280 นาโนเมตร ของ

โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจากการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต โดยเครื่องสเปกโทร
โฟโตมิเตอร เนื่องจากแอนติบอดีที่ไดเปนโปรตีนผสมหรือโปรตีนที่ไมทราบคาคงตัว (Extinction 
coefficient) ของคาการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร จึงนําคาดูดกลืนแสงที่ไดมาคํานวณโดยใช
สูตร ดังนี้  

ความเขมขนของโปรตีน  =  (1.55 x O.D. 280)-(0.77 x O.D. 260)  
หมายเหตุ  หนวยที่ไดเปนมิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (Johnson และ Thorpe, 1987) 
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3.3.4.3 การทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหบริสุทธิ์โดยใชโปรตีน เอ affinity 
column chromatography 

 
โปรตีนเอ เปนสวนประกอบของผนังเซลลของ Staphylococcus aureus. 

ซ่ึงสามารถเกิดอันตรกิริยากับแอนติบอดีโดยมีสัมพรรคภาพสูงที่คา pH 8.0 เมื่อคา pH ต่ําลง              
อันตรกิริยาระหวางโปรตีน เอ กับแอนติบอดีจะต่ําลง ทําใหสามารถแยกแอนติบอดีออกจาก               
ส่ิงปนเปอนตางๆ ได โดยมีวิธีการ คือ นําโปรตีน เอ 1.5 กรัม มาทําใหพองตัวโดยแชใน PBS                
10 มิลลิลิตร เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิหอง แลวนําไปเติมลงในคอลัมน จากนั้นปรับคอลัมนให
อยูในสภาพสมดุลโดยเติม 0.1 M phosphate buffer, pH 8.0 ปริมาตร 5 เทาของคอลัมน และปรับคา
ความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเซลลที่ไดจากขอ 3.3.4.1 ใหเทากับ pH 8.1 โดยใช 1 M Tris  
buffer, pH 9.0 จากนั้นเติมอาหารเลี้ยงเซลลปริมาตร 500 มิลลิลิตร ลงในคอลัมนโปรตีน เอ affinity 
column chromatography โดยใหมีอัตราการไหล เทากับ 1 มิลลิลิตรตอนาที จากนั้นลางคอลัมนโดย
การเติม 0.1 M phosphate buffer, pH 8 ปริมาตร 5 เทาของคอลัมน แลวทําการชะแอนติบอดีที่มี            
ไอโซไทป IgG1 ออกจากคอลัมนโปรตีน เอ affinity column chromatographyโดยการเติม              
0.1 M citrate buffer, pH 6.0 ปริมาตร 3 เทาของคอลัมน (ถาแอนติบอดีมีไอโซไทปเปน IgG2b จะ
ถูกชะออกจากคอลัมนโปรตีน เอ โดยการเติม 0.1 M citrate buffer, pH 3.5) พรอมกับเก็บ
สารละลายที่ออกจากคอลัมนใสหลอดทดลองที่มี 1 M Tris, pH 9.0 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร             
โดยใหแตละหลอดมีปริมาตรสุดทายเปน 1 มิลลิลิตร และปรับคอลัมนใหอยูในสภาพสมดุลโดยเติม 
0.1 M phosphate buffer, pH 8.0 ปริมาตร 5 เทาของคอลัมน (Hudson และ Hay, 1980) หลังจากนั้น
นําสารละลายในแตละหลอดไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร                           
แลวนําสารละลายในหลอดทดลองที่มีคาดูดกลืนแสงสูงมารวมกันกอนนําไปไดแอไลซใน PBS             
ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยเปลี่ยน PBS 5 คร้ัง 

 
3.3.4.3.1 การหาปริมาณแอนติบอดีโดยการวดัคาการดูดกลืนแสง 
  

นําโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ทําใหบริสุทธิ์โดยโปรตีน เอ 
affinity column chromatography ไปวัดคาดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร โดยเครื่องสเปกโทรโฟโต
มิเตอร เนื่องจากแอนติบอดีท่ีทําใหบริสุทธิ์โดยโปรตีน เอ affinity column chromatography เปน
แอนติบอดีที่ทราบวาเปนอิมมูโนโกลบูลินชนิดใดซึ่งในแตละชนิดนั้นจะมีคาคงตัว (Extinction 
coefficient) ของคาการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร ดังนั้นจึงนําคาดูดกลืนแสงที่ไดมาคํานวณโดย
ใชสูตร ดังนี้  
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ความเขมขนของแอนติบอดี   =       คาดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร                x   10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร
           คา extinction coefficient ท่ี 280 นาโนเมตร 
 
หมายเหตุ : คา extinction coefficient ของ IgG เทากับ 13.6 (Johnson และ Thorpe, 1987) 
 

3.3.5 การทดสอบหาความจําเพาะของแอนติบอดีตอเอพิโทปบนโมเลกุลคลอแรมเฟนิ
คอล 
 
รูปแบบของชุดตรวจสอบเปนแบบ Sandwich ELISA ตองใชแอนติบอดี 2 ตัวที่มี

ความจําเพาะตอเอพิโทปบนโมเลกุลคลอแรมเฟนิคอลที่ตางกัน ถาเปนแบบ indirect competitive 
ELISA หรือ competitive ELISA ใชแอนติบอดีเพียง 1 ตัว ดังนั้นจึงตองมีการทดสอบหา
ความจําเพาะตอเอพิโทปบนโมเลกุลคลอแรมเฟนิคอลของไฮบริโดมาโคลนตางๆ ที่ทําการคัดเลือก 
(โคลนที่ 29, 45, 52 และ 79) ซ่ึงมีวิธีการทดสอบตามขั้นตอนตอไปนี้ 

 
3.3.5.1 การหาความเขมขนที่เหมาะสมของโมโนโคลนอลแอนติบอดีในการ

นําไปหาความจําเพาะตอเอพิโทปบนโมเลกุลคลอแรมเฟนิคอล ดวยวิธี  
indirect ELISA 

 
ทําการเคลือบจานชนิด 96 หลุมดวย CAP-BSA ความเขมขน 3 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และเจือจางโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ทําใหเขมขนโดยวิธีการตกตะกอน
ดวยแอมโมเนียมซัลเฟตใน PBS ใหมีความเขมขน 0.3125, 0.625, 1.25, 2.5, 5 และ 10 ไมโครกรัม
ตอมิลลิลิตร แลวทําการทดสอบดวยวิธี indirect ELISA ตามขั้นตอนในขอ 3.3.2 

 
3.3.5.2 ทดสอบหาความจําเพาะของแอนติบอดีตอเอพิโทปบนโมเลกุลคลอ

แรมเฟนิคอลโดยวิธี indirect ELISA 
 

นําโมโนโคลนอลแอนติบอดีของโคลนตางๆที่คัดเลือกไดในความเขมขน
ที่เหมาะสมมาผสมกันในอัตราสวน 1:1 (v/v) จากนั้นทําการทดสอบตามวิธีในขอ 3.3.2 โดยเติม           
โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผสมกันแทนอาหารเลี้ยงเซลล จากนั้นนําคาการดูดกลืนแสงที่ 492              
นาโนเมตรมาเปรียบเทียบกับโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไมไดผสม ถาทดสอบแลวพบวา                    
โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผสมใหคาการดูดกลืนแสงที่เทาเดิมหรือใกลเคียงกับโมโนโคลนอล
แอนติบอดีที่ไมไดผสม แสดงวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีคูนั้นจําเพาะกับเอพิโทปบนโมเลกุล 
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คลอแรมเฟนิคอลเดียวกัน ถาทดสอบแลวพบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผสมใหคาการดูดกลืน
แสงที่เพิ่มขึ้นเมื่อเทียบกับโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไมไดผสม แสดงวาโมโนโคลนอลแอนติบอดี
คูนั้นจําเพาะกับเอพิโทปบนโมเลกุลคลอแรมเฟนิคอลตางกัน  (ดัดแปลงจาก Campbell, 1984) 

 
3.3.6 การทดสอบความจําเพาะตอคลอแรมเฟนิคอลในรูปอิสระ 
 

โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่คัดเลือกนั้นไดจากการฉีดกระตุนดวยคลอแรม               
เฟนิคอลที่เช่ือมตอกับ BSA และในการทํา indirect ELISA นั้นไมสามารถเคลือบคลอแรมเฟนิคอล
ในรูปอิสระไดโดยตรงจึงจําเปนตองใชคลอแรมเฟนิคอลที่เชื่อมตอกับสารโมเลกุลขนาดใหญ เชน 
โปรตีน ดังนั้นเพื่อเปนการยืนยันวาแอนติบอดีที่คัดเลือกไดนั้นสามารถจับแบบจําเพาะกับ                 
คลอแรมเฟนิคอลในรูปอิสระ จึงใชหลักการแยงจับในการทํา indirect competitive ELISA ซ่ึงมี
วิธีการทดสอบคือ เตรียมคลอแรมเฟนิคอลที่ความเขมขน 0, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 
และ 512 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร แลวนําแตละความเขมขนมาผสมกับโมโนโคลนอลแอนติบอดี
โคลนที่ 79 โดยทําการผสมกันในอัตราสวน 1:1 (v/v) แลวทําการทดสอบดวยวิธี indirect ELISA 
ตามขั้นตอนในขอ 3.3.2 โดยทําการเติมแอนติบอดีที่ผสมกับคลอแรมเฟนิคอลแทนอาหารเลี้ยง
เซลล หากแอนติบอดีสามารถจับแบบจําเพาะกับคลอแรมเฟนิคอลในรูปอิสระจะพบวาแอนติบอดีที่
ผสมกับคลอแรมเฟนิคอลที่ความเขมขนสูงจะใหคาการดูดกลืนแสงจะต่ํากวาแอนติบอดีที่ผสมกับ
คลอแรมเฟนิคอลที่ความเขมขนนอยกวา  

 
3.3.7 การเตรียมชุดตรวจสอบตนแบบ 

 
3.3.7.1 ทดสอบหาความเขมขนที่เหมาะสมของแอนติเจนทีใ่ชในการเคลือบจาน

ชนิด 96 หลุมดวยวิธี Indirect ELISA 
 
ทําการเคลือบจานชนิด 96 หลุมดวย CAP-BSA ความเขมขน 0.001, 0.01, 

0.1, 1 และ 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และเจือจางแอนติบอดีดวย PBS ที่ความเขมขน                           
1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และแลวทําการทดสอบดวยวิธี indirect ELISA ตามขั้นตอนในขอ 3.3.2 
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3.3.7.2 ทดสอบหาความเขมขนที่เหมาะสมของแอนติบอดี ดวยวิธี Indirect 
ELISA 

 
ทําการเคลือบจานชนิด 96 หลุมดวย CAP-BSA ความเขมขน 0.1 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และเจือจางแอนติบอดีดวย PBS ที่ความเขมขน 0.01, 0.1, 1 และ 2 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จากนั้นทําการทดสอบดวยวิธี indirect ELISA ตามขั้นตอนในขอ 3.3.2  

 
 
3.3.7.3 ทดสอบหาความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอคลอแรมเฟนิ

คอลในรูปอิสระ  
 
ทําการทดสอบโดยวิธี indirect competitive ELISA เหมือนขั้นตอนที่ 

3.3.6 แตเตรียมคลอแรมเฟนิคอลที่ความเขมขน 0, 0.000625, 0.00125, 0.0025, 0.005, 0.01, 0.02, 
0.04, 0.08, 0.16, 1 และ 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร แลวนําคลอแรมเฟนิคอลแตละความเขมขนมา
ผสมกับแอนติบอดีความเขมขน 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร โดยทําการผสมกันในอัตราสวน 1:1 
(v/v) จากนั้นทําการวิเคราะหหาคา IC50  (inhibition concentration 50 ) ซ่ึงเปนคาที่บอกปริมาณ           
คลอแรมเฟนิคอลที่ทําใหคาการดูดกลืนแสงในการทดสอบ indirect competitive ELISA ลดลง
เหลือ 50% เมื่อเทียบกับสภาวะที่ไมมีคลอแรมเฟนิคอล โดยคา IC50 นี้หาไดจากการสรางกราฟโดย
ใหแกน X เปนลอการิทึมของความเขมขนของคลอแรมเฟนิคอล และ คา %B/B0 (หรือ % Binding) 
เปนแกน Y  จากนั้นหาตําแหนงของความเขมขนของคลอแรมเฟนิคอลที่ใหคา %B/B0 เทากับ 50% 
จากกราฟนั้น  เมื่อ B คือคาการดูดกลืนแสงโดยวิธี Indirect competitive ELISA ที่มี                         
คลอแรมเฟนิคอลในความเขมขนตางๆ และ B0 คือคาการดูดกลืนแสงโดยวิธี Indirect competitive 
ELISA ที่ไมมีคลอแรมเฟนิคอล (ดัดแปลงจาก Connolly และคณะ, 2002) ซ่ึงการหาคา IC50 จะใช
โปรแกรม Graphpad Prism 4.03  
 

3.3.7.4 ทดสอบหาปฏิกิริยาขามกับคลอแรมเฟนิคอลซัคซิเนต ดวยวิธี Indirect  
competitive ELISA 

 
ทําการทดสอบเชนเดียวกับขั้นตอน 3.3.7.3 แตใชคลอแรมเฟนิคอล                

ซัคซิเนตแทนคลอแรมเฟนิคอล จากนั้นทําการวิเคราะหหาคา IC50 และคํานวณหาปฏิกิริยาขามของ
โมโนโคลนอลแอนติบอดีตอคลอแรมเฟนิคอลซัคซิเนต ซ่ึงหาไดจากอัตราสวนของคา IC50 ของ
คลอแรมเฟนิคอลตอคา IC50 ของคลอแรมเฟนิคอลซัคซิเนต 
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ปฏิกิริยาขาม (เปอรเซ็นต)   =       คา IC50 ของคลอแรมเฟนิคอล           X 100 
                 คาIC50 ของคลอแรมเฟนิคอลซัคซิเนต 
 

3.3.7.5 ศึกษาผลของอุณหภูมิที่ใชในการบมแอนติบอดีที่ผสมกับคลอแรม                
เฟนิคอลและแอนติบอดีทุติยภูมิ 

 
ทําการทดลองเชนเดียวกับขั้นตอน 3.3.7.3 แตทําการเปรียบเทียบอุณหภูมิ

ที่ใชบมแอนติบอดีที่ผสมกับคลอแรมเฟนิคอลและแอนติบอดีทุติยภูมิ ซ่ึงอุณหภูมิที่ศึกษา คือ               
37 องศาเซลเซียสและอุณหภูมิหอง (25-28 องศาเซลเซียส) ซ่ึงเกณฑในการเลือกอุณหภูมิที่
เหมาะสมในการบมแอนติบอดีที่ผสมกับคลอแรมเฟนิคอลและแอนติบอดีทุติยภูมิที่เชื่อมกับ
เอนไซม คือ อัตราสวนระหวางคาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตรสูงสุดตอคาการดูดกลืนแสงที่ 
492 นาโนเมตรต่ําสุดใหคาสูง (Amax ตอ Amin สูง) ใหคา IC50 ต่ํา (ดัดแปลงจาก Jae Koo Lee และ
คณะ, 2001) และคํานึงถึงความสะดวกในการใชงาน  

 
3.3.7.6 ศึกษาผลกระทบของการลางดวย PBS ที่มี 0.05% Tween20 และไมมี 

 
  ทําการทดลองเชนเดียวกับขั้นตอน 3.3.7.3 แตทําการลางดวย PBS ที่มี 
0.05% Tween 20 เปรียบเทียบกับการลางที่ไมมี 0.05% Tween 20 ซ่ึงเกณฑที่ใชในการเลือกใชตัว
ลางที่มีหรือไมมี Tween 20 ในการลางจานชนิด 96 หลุม คือ ให background ต่ํา ใหคา IC50 ต่ําและมี
อัตราสวนระหวางคาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตรสูงสุดตอคาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโน
เมตรต่ําสุดใหคาสูง (Amax ตอ Amin สูง)  

 
3.3.7.7 สรางกราฟมาตรฐานของชุดตรวจสอบคลอแรมเฟนิคอลโดยวิธี Indirect 

competitive ELISA 
 

ทําการเคลือบจานชนิด 96 หลุมดวยแอนติเจน (CAP-BSA) หลุมละ 100 
ไมโครลิตร ความเขมขน 0.1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร แลวบมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
12-24 ช่ัวโมง นํามาลางดวย PBS ที่มี 0.05% Tween 20 จํานวน 3 คร้ัง เติมสารละลายนมพรอง             
มันเนย 5% หลุมละ 300 ไมโครลิตร แลวนําจานชนิด 96 หลุมไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา    
1 ช่ัวโมง จากนั้นนํามาลางดวย PBS ที่มี 0.05% Tween 20 จํานวน 3 ครั้ง เติมแอนติบอดีที่ผสมกับ
คลอแรมเฟนิคอลมาตรฐานความเขมขน 0, 0.5, 0.75, 1, 2.5, 5, 10 และ 20 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร 
ในอัตราสวน 1:1 (v/v) หลุมละ 100 ไมโครลิตร (20 ซํ้า) นําจานชนิด 96 หลุมไปบมที่อุณหภูมิหอง 
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(25-28 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นนํามาลางดวย PBS ที่มี 0.05% Tween 20  จํานวน  
3 คร้ัง เติมแอนติบอดีทุติยภูมิที่มี HRP เชื่อมอยู (HPR-Goat anti-mouse IgG) ที่เจือจาง 1:10,000 ใน 
1% BSA ใน PBS หลุมละ 100 ไมโครลิตร แลวนําจานชนิด 96 หลุมไปบมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 
1 ช่ัวโมง จากนั้นนํามาลางดวย PBS ที่มี 0.05% Tween 20จํานวน 3 ครั้ง เติมสารละลายซับสเตรต
ของเอนไซม ซ่ึงประกอบดวย OPD และ H2O2 ละลายใน 0.15 M Phosphate Citrate buffer, pH 5.0 
หลุมละ 100 ไมโครลิตร  บมในที่มืดอุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที หยุดปฏิกิริยาเอนไซมโดยเติม 
2.5 M H2SO4 หลุมละ 100 ไมโครลิตร จากนั้นนําจานชนิด 96 หลุมไปวัดคาดูดกลืนแสง 492 นาโน
เมตร โดยเครื่อง ELISA reader จากนั้นทําการเลือกชวงความเขมขนของคลอแรมเฟนิคอลที่ทําให
คาการดูดกลืนแสงหรือคา %B/B0 เปล่ียนแปลงไปตามความเขมขนคลอแรมเฟนิคอลในลักษณะที่
เปนเสนตรง 

 
3.3.7.8 การประเมินประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบ 
 

3.3.7.8.1 หาคาความไว (sensitivity) ของชุดตรวจสอบ 
 

จากการทดลองในขั้นตอน 3.3.7.7 นําขอมูลที่ไดมาเขียนกราฟ
โดยใหแกน X เปนคาลอการิทึมของความเขมขนของคลอแรมเฟนิคอล และแกน Y เปนคาการ
ดูดกลืนแสง โดยท่ีความไวของชุดตรวจสอบจะรายงานเปนคา LOD หรือปริมาณต่ําสุดที่สามารถ
วัดได (Limit of detection; LOD) และคา LOQ (Limit of quantitation; LOD) หรือปริมาณต่ําสุดที่
สามารถวัดไดอยางถูกตอง ซ่ึงคา LOD และ LOQ หาไดจากการนําคาเฉลี่ยของการดูดกลืนแสงที่ 
492 นาโนเมตรโดยวิธี indirect competitive ELISA ที่ไมมีคลอแรมเฟนิคอล (B0) มาลบออกจาก 3 
และ 10 เทาของคาเบี่ยงเบนมาตรฐานของ B0 จากนั้นนําคาที่ไดไปเทียบกับกราฟมาตรฐานของ           
คลอแรมเฟนิคอลเพื่อแปลงเปนความเขมขนของคลอแรมเฟนิคอลซ่ึงคาความเขมขนที่ไดนี้คือ              
คาความไวของชุดตรวจสอบ  

 
LOD  =  B0 - 3SD 
LOQ =  B0 - 10SD 
 

โดยที่  B0   คือ  คาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร โดยวธีิ indirect competitive ELISA ที่ไมมี      
   คลอแรมเฟนิคอล  

SD คือ  สวนเบี่ยงเบนมาตรฐานของ B0 
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3.3.7.8.2 หาคาความแมนยํา (precision) ของชุดตรวจสอบ (ธารารัชต, 
2545) 

 
3.3.7.8.2.1 Intra assay หรือ Within-assay 

 
จากการทดลองในขั้นตอน 3.3.7.7 นําขอมูลที่ไดมาหาคา Intra-assay ของชุดตรวจสอบโดย

ทําการหาคา Mean SD และ %CV ของ 20 ซํ้านั้น  
 

โดยที่  Mean  คือ  คาเฉลี่ยของคาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตรโดยวิธี Indirect competitive    
   ELISA เมื่อมีคลอแรมเฟนิคอลและไมมีคลอแรมเฟนิคอล 
 SD คือ  คาเบี่ยงเบนมาตรฐานของคาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร 
 %CV คือ คารอยละของสัมประสิทธิ์ความแปรปรวน ซ่ึงคํานวณไดจาก 
       

     100  
mean
SD       %CV ×=   

  
3.3.7.8.2.2 Inter assay หรือ Between-assay 
 

ทําการทดลองเหมือนในขั้นตอน 3.3.7.7 แตทําการทดสอบตัวอยางเดียวกัน 4 คร้ังที่เวลา
ตางกันโดยที่แตละครั้งทํา 5 ซํ้า เมื่อทําทุกครั้งรวมกันแลวได 20 ซํ้า จากนั้นนําขอมูลที่ไดมาหาคา 
คา  Mean SD และ %CV ของทั้ง 20 ซํ้านั้น 

 
3.3.7.8.3 หาคาความถูกตอง (accuracy) ของชุดตรวจสอบ 
  

3.3.7.8.3.1 การหาคา %Recovery 
 

นําสารละลายบัฟเฟอรที่มีการเติมคลอแรมเฟนิคอลที่ความเขมขนสุดทายเปน 1.2, 3 และ 6 
นาโนกรัมตอมิลลิลิตร และนําตัวอยางกุงที่มีการเติมคลอแรมเฟนิคอลที่ความเขมขนสุดทายเปน            
2, 5.33 และ 10 นาโนกรัมตอมิลลิลิตรที่ไดจากการสกัดตามขั้นตอน 3.3.8 มาทําการหาคา 
%Recovery โดยทําการตรวจหาความเขมขนของคลอแรมเฟนิคอลที่มีอยูในตัวอยางและนําผลที่
ไดมาเปรียบเทียบกับความเขมขนคลอแรมเฟนิคอลจากกราฟมาตรฐาน จากนั้นนํามาคํานวณหาคา         
% Recovery จากสูตรดังนี้ 
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%Recovery  =  ความเขมขนของสารที่วิเคราะหได     X   100 
 ความเขมขนของสารที่เติมลงไป 
 

3.3.8 การสกัดสารตวัอยางกุงเพื่อนํามาทดสอบในชุดตรวจสอบคลอแรมเฟนิคอล 
 

นํากุงมาบดใหละเอียดแบงใสหลอดทดลองหลอดละ 6 กรัม จํานวน 4 หลอด 
จากนั้นทําการเติมคลอแรมเฟนิคอลในแตละหลอดใหไดความเขมขนสุดทายเปน 0, 2, 5.33 และ 10 
นาโนกรัมตอมิลลิลิตรตามลําดับ และเติมเอทิลอะซีเตท 12 มิลลิลิตร เขยา 5 นาที นําไปหมุนเหวี่ยง
ที่ 4000 รอบตอนาทีเปนเวลา 10 นาที จากนั้นดูดสวนใส 8 มิลลิลิตรใสหลอดทดลองจํานวน 2 
หลอดหลอดละ 4 มิลลิลิตร เพื่อนําไปทดสอบดวยวิธี ELISA และ LC-MS-MS  จากนัน้นาํไประเหย
แหงดวยไนโตรเจนที่ 50 องศาเซลเซียสจนกระทั่งแหง โดยนําหลอดที่จะนําไปทดสอบดวยชุด
ตรวจสอบตนแบบและชุดตรวจสอบที่มีจําหนายโดยวิธี ELISA มาละลายดวย 1 มิลลิลิตร ไอโซ
ออกเทนที่ผสมกับคลอโรฟอรมในอัตราสวน 2 ตอ 3 โดยปริมาตร และ 1 มิลลิลิตร สารละลาย
บัฟเฟอร PBS (วิธีการตามคูมือการใชงานชุดตรวจสอบคลอแรมเฟนิคอล) สวนอีกหลอดที่จะนําไป
ทดสอบดวยวิธี LC-MS-MS ละลายดวย 1 มิลลิลิตร 75% เมทานอลและ 1 มิลลิลิตร เฮกเซน 
(ดัดแปลงจากคูมือการใชงานชุดตรวจสอบคลอแรมเฟนิคอลเพื่อใหมีสภาวะที่เหมาะสมในการ
วิเคราะหดวยวิธี LC-MS-MS) เขยา 1 นาที นําไปหมุนเหวี่ยงที่ 4000 รอบตอนาทีเปนเวลา 10 นาที  
จากนั้นนําหลอดที่ไปทดสอบดวยวิธี ELISA มาดูดสวนใสชั้นบนใสหลอดเซนตริฟวจ ถาชั้นบน
เปนอิมัลชัน ใหนําไปอุนในเครื่องควบคุมอุณหภูมิโดยใชน้ํา (water bath) ที่ 80 องศาเซลเซียส จน
ช้ันบนใส และนําไปปนเหวี่ยงที่ 4000 รอบตอนาทีเปนเวลา 3-5 นาที ดูดสวนใสชั้นบนไปทดสอบ
ดวยวิธี ELISA สวนหลอดที่นําไปทดสอบดวยวิธี LC-MS-MS มาดูดสวนใสช้ันลางใสหลอดเซน
ตริฟวจ  เพื่อนําไปทดสอบดวยวิธี LC-MS-MS  

 
  



 

บทที่  4 

ผลการวิจัยและวิจารณผลการวิจัย 
 

 
4.1 การเชื่อมคลอแรมเฟนิคอลกับ BSA 
 

4.1.1 การวัดปริมาณโปรตีนของ CAP-BSA โดยวิธี Lowry 
 

เมื่อทําการเชื่อม CAP-BSA แลวนําไปวัดปริมาณโปรตีนโดยวิธี Lowry เพื่อหา
ความเขมขนที่แนนอนสําหรับใชในการทดลองตอไป โดยนําคาดูดกลืนแสงที่ไดเทียบกับคา
ดูดกลืนแสงของกราฟมาตรฐาน BSA ที่ความเขมขนตางๆ (รูปผนวกที่ ก.1) จากผลการทดลอง 
พบวา คลอแรมเฟนิคอลที่เชื่อมกับ BSA ที่ความเจือจาง 1:5 และ 1:10 ใหคาการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น 750 นาโนเมตร เทากับ 1.758 และ 0.828 ตามลําดับ เมื่อเทียบกับกราฟมาตรฐาน BSA  
(รูปผนวกที่ ก.1) และคํานวณเปนปริมาณโปรตีนของ CAP-BSAไดเทากับ 4.18 และ 3.94 มิลลิกรัม
ตอมิลลิลิตร ตามลําดับ เมื่อคิดเปนปริมาณโปรตีนเฉลี่ยของ CAP-BSA ไดเทากับ 4.06 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร ผลแสดงดังตารางที่ 4.1 

 
ตารางที่ 4.1 ผลการวัดปริมาณโปรตีนหลังการเชื่อม CAP-BSA 

 
ความเจือจาง  

(เทา) 
คาดูดกลืนแสงที่  
750 นาโนเมตร 

ปริมาณโปรตีน  
(มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 

5 1.758 4.18 
10 0.828 3.94 

ปริมาณโปรตีนเฉลี่ย 4.06 
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4.1.2 การหาน้ําหนกัโมเลกุลของ BSA กอนการเชื่อมตอและหลังการเชื่อมตอ 
 

วิธีหนึ่งในการตรวจสอบผลของการเชื่อมตอคลอแรมเฟนิคอลเขากับ BSA คือการ
หาน้ําหนักโมเลกุลของสารเชื่อมตอที่ได เทียบกับน้ําหนักโมเลกุลของสารที่ไมไดทําการเชื่อม ซ่ึง
สามารถวัดไดโดยอาศัยเทคนิค MALDI-TOF MS ผลการวิเคราะห พบวา น้ําหนักโมเลกุลของ BSA 
กอนการเชื่อมตอมีคาเทากับ 66,600 ดาลตัน และน้ําหนักโมเลกุลของ BSA หลังการเชื่อมตอมีคา
เทากับ 70,443 ดาลตัน (รูปที่ 4.1 และ 4.2) แสดงวา คลอแรมเฟนิคอลเชื่อมติดกับ BSA จริง         
นอกจากนี้สามารถคํานวณหาอัตราสวนโมลของคลอแรมเฟนิคอลตอ BSA ได เมื่อทราบน้ําหนัก
โมเลกุลของคลอแรมเฟนิคอลซัคซิเนตซ่ึงมีคาเทากับ 445.2 ดาลตัน ดังนั้นจึงคิดเปนอัตราสวน      
โมลของคลอแรมเฟนิคอลตอ BSA เทากับ 8.6 ตอ 1  
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รูปท่ี 4.1   สเปกตรัมแสดงน้ําหนักโมเลกุลของ BSA กอนการเชื่อมตอ โดยวิธี MALDI-TOF MS 
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รูปท่ี 4.2   สเปกตรัมแสดงน้ําหนักโมเลกุลของ BSA หลังการเชื่อมตอ โดยวิธี MALDI-TOF MS 
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4.2 การคัดเลือกไฮบริโดมาที่จําเพาะตอคลอแรมเฟนิคอล 
 

สถาบันเทคโนโลยีชีวภาพและวิศวกรรมพันธุศาสตรไดทําการหลอมรวมไฮบริโดมาที่
สามารถสรางแอนติบอดีที่จําเพาะตอคลอแรมเฟนิคอล ซ่ึงมีทั้งหมด 97 โคลน โดยท่ีโคลนทั้งหมด
มาจากเซลลตนแบบเดียวกัน ดังนั้นจึงคัดเลือกใหเหลือเพียง 8 โคลนเพื่อนํามาพัฒนาเปนชุด
ตรวจสอบตนแบบตอไป โดยคัดเลือกจากวิธี indirect ELISA ซ่ึงพิจารณาจากการที่ไฮบริโดมา
สามารถสรางแอนติบอดีที่จับกับสารคลอแรมเฟนิคอลที่เชื่อมตอกับ BSA (CAP-BSA) ซ่ึงใหคาการ
ดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตรสูง  แตไมจับกับ BSA ซ่ึงเปนโปรตีนพาหะ พบวาโคลนที่คัดเลือกได 
ไดแก โคลนที่ 27, 29, 45, 52, 59,79, 90 และ 97 ซ่ึงมีรหัสไฮบริโดมาคือ 1/1C/9E12F/7G/3A, 
1/1C/8A/3G/6E/12A, 1/1C/6G/4B/3F/12C, 1/1C/4B/3E/3E/6C, 1/1C/11E/9H/11D/11H, 
1/1C/5D/12D/6C/6G, 1/1C/5D/8B/11B/1A, 1/1C/5A/8C/6E/4D ตามลําดับ ผลแสดงดังตารางที่ 4.2 
จึงทําการเลือกไฮบริโดมานั้นมาทําการศึกษาไอโซไทป  

 
4.3 การตรวจหาไอโซไทปของแอนติบอดีท่ีคดัเลือกได 

 
ผลการตรวจหาไอโซไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดี พบวาโมโนโคลนอล

แอนติบอดีจากไฮบริโดมาโคลนที่ 27, 59, 90 และ 97 ไมสามารถแยกความแตกตางของคาการ
ดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตรของ Immunoglobulin isotype IgG1 กับ IgG2b ไดอยางชัดเจน 
เนื่องจากโคลนเหลานี้อาจเปนพอลีโคลนซึ่งผลิตพอลีโคลนอลแอนติบอดี สวนโคลนที่ 29, 45 และ 
52 มีไอโซไทปเปน IgG1 และโคลนที่ 79 มีไอโซไทปเปน IgG2b ซ่ึงผลการทดสอบแสดงดังตาราง
ที่ 4.3 ดังนั้นจึงเลือกโคลนที่ 29, 45, 52 และ 79 ไปศึกษาขั้นตอไป  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



                                                                                                                 
                                                                                                              

 

36

 

ตารางที่ 4.2 คาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร จากการทดสอบ Indirect ELISA ของไฮบริโดมา
ที่ผลิตแอนติบอดีตอคลอแรมเฟนิคอล 
 

คาการดูดกลืนแสงที่492 นาโนเมตร 
ชนิดแอนติเจน 

(5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
โคลนที่ รหัสเซลล CAP-BSA BSA 

27 1/1C/9E12F/7G/3A 1.701 0.103 
29 1/1C/8A/3G/6E/12A 1.322 0.065 
45 1/1C/6G/4B/3F/12C 1.264 0.075 
52 1/1C/4B/3E/3E/6C 1.555 0.060 
59 1/1C/11E/9H/11D/11H 1.537 0.061 
79 1/1C/5D/12D/6C/6G 2.905 0.098 
90 1/1C/5D/8B/11B/1A 1.234 0.067 
97 1/1C/5A/8C/6E/4D 1.227 0.066 
C+ - 3.196 0.122 
C- - 0.060 0.157 

 
หมายเหตุ  C+ คือ ซีรัมหนูหลังกระตุนระบบภูมิคุมกนัดวย CAP-BSA 
  C- คือ ซีรัมหนูที่ไมไดรับการกระตุนระบบภูมิคุมกัน 
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ตารางที่ 4.3 การตรวจหาไอโซไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดี โดยชุดตรวจสอบ Isotyping kit 
ของบริษัท Sigma 
 

คาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร 
Immunoglobulin isotype 

โคลนที่ IgG1 IgG2a IgG2b IgG3 IgA IgM 
ผลไอ
โซไทป 

27 0.586 0.103 0.553 0.102 0.054 0.124 - 
29 0.571 0.173 0.149 0.106 0.059 0.122 IgG1 
45 0.540 0.125 0.284 0.087 0.047 0.109 IgG1 
52 0.562 0.118 0.181 0.124 0.056 0.126 IgG1 
59 0.543 0.099 0.342 0.094 0.051 0.134 - 
79 0.162 0.146 1.584 0.095 0.047 0.126 IgG2b 
90 0.542 0.101 0.323 0.092 0.053 0.127 - 
97 0.512 0.105 0.308 0.089 0.081 0.107 - 

ตัวควบคุมบวก 
(Standard IgG3) 0.154 0.313 0.471 1.577 0.130 0.367 IgG3 
ตัวควบคุมลบ

(อาหารเลี้ยงเซลล) 0.105 0.087 0.144 0.127 0.089 0.115 - 
หมายเหตุ :  คาที่แสดงโดยตัวอักษรทึบ คอื คาที่ใหผลบวก 
  โมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนที่ 97 ใชอัตราเจือจาง 1:2 เทา 
  โมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนที่ 27, 45, 59 และ 90 ใชอัตราเจือจาง 1:5 เทา 
  โมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนที่ 52 และ 79 ใชอัตราเจอืจาง 1: 10 เทา 
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4.4 การทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหบริสุทธ์ิ 
 
4.4.1 ทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหเขมขนโดยการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต 

และหาปริมาณโดยการวดัคาการดูดกลืนแสงที่ 260 และ 280 นาโนเมตร 
 

จากการนําโคลนตางๆ ที่คัดเลือกไดมาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ที่มี 
10% FCS ในภาชนะเลี้ยงเซลลขนาด 250 มิลลิลิตร เล้ียงจนกระทั่งอาหารเลี้ยงเซลลมีสีเหลือง 
จากนั้นนําแอนติบอดีที่ไดมาทําใหเขมขนโดยการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตและวัดคาการ
ดูดกลืนแสงที่ 260 และ 280 นาโนเมตร เนื่องจากแอนติบอดีที่ไดเปนโปรตีนผสมหรือโปรตีนที่ไม
ทราบคาคงที่ (extinction coefficient) ของคาการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร ดังนั้นการหาความ
เขมขนของแอนติบอดีแตละโคลนจะใชสูตร  

ความเขมขนของโปรตีน = (1.55 x O.D. 280)-(0.77 x O.D. 260) 
โดยผลการคํานวณหาความเขมขนของโปรตีนแสดงดังตารางที่ 4.4 พบวา โมโนโคลนอล
แอนติบอดีโคลนที่ 29, 45, 52 และ 79 มีปริมาณโปรตีนเทากับ 0.520, 0.573, 0.585 และ 0.359 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร แตเนื่องจากมีการเจือจางแอนติบอดีของโคลนที่ 29, 45 และ 52 เปน 10 เทา 
ดังนั้นปริมาณโปรตีนที่แทจริงของโคลนที่ 29, 45 และ 52 เทากับ 5.198, 5.734 และ 5.847 มิลลิกรัม
ตอมิลลิลิตร ตามลําดับ   สวนแอนติบอดีโคลนที่ 79 มีการเจือจาง 20 เทา ดังนั้นปริมาณโปรตีนที่
แทจริงเทากับ 7.173 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

 
ตารางที่ 4.4 ปริมาณโปรตีนหรือโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังจากการตกตะกอนดวยแอมโมเนยีม
ซัลเฟต  
 

หมายเลข
โคลน 

การเจือจาง 
(เทา) O.D. 280 O.D.260 

ความเขมขน 
ของโปรตีน  

(mg/ml) 

ความเขมขน 
ของโปรตีนที่แทจริง  

(mg/ml) 
29 10 0.701 0.736 0.520 5.198 
45 10 0.744 0.753 0.573 5.734 
52 10 0.799 0.849 0.585 5.847 
79 20 0.445 0.430 0.359 7.173 
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4.4.2 การทําแอนตบิอดีใหบริสุทธิ์โดยใชโปรตนี เอ affinity column chromatography 
 
นําอาหารเล้ียงเซลลที่มีแอนติบอดีมาทําใหบริสุทธิ์โดยการใชโปรตีน เอ affinity 

column chromatography ซ่ึงแอนติบอดีจะมีสัมพรรคภาพสูงตอโปรตีน เอ ที่ pH 8.0 โดยที่โปรตีน
และสารอื่น ๆ ในอาหารเลี้ยงเซลลจะไมจับกับโปรตีน เอ แตที่คา pH ต่ําลงสัมพรรคภาพของ
แอนติบอดีตอโปรตีน เอ จะลดลง   ซ่ึงที่คา pH 6 นั้นแอนติบอดีของโคลนที่ 29, 45 และ 52 ที่มี            
ไอโซไทป IgG1 จะถูกชะออกจากคอลัมนโปรตีน เอ จึงสามารถแยกแอนติบอดีไอโซไทป IgG1 
ออกจากอาหารเลี้ยงเซลลได สวนแอนติบอดีของโคลนที่ 79 ที่มีไอโซไทป IgG2b จะถูกชะออกจาก
คอลัมนโปรตีน เอ ที่คา pH 3.5 จากการทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีของโคลนที่ 29, 45 , 52 และ 
79 ใหบริสุทธิ์ไดผลการทดลองดังรูปที่  4.3-4.6 ตามลําดับ  จากนั้นจะนําแฟรคชันที่ใหคา                     
การดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตรสูงมารวมกัน และนําไปทําใหเขมขนดวยการไดแอไลซใน PBS  
ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยเปลี่ยน PBS 5 คร้ัง  
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รูปท่ี 4.3 สเปกตรัมการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตรของโมโนโคลนอลแอนติบอดี
โคลนที่ 29 ที่ผานการทําใหบริสุทธิ์โดยโปรตีน เอ affinity column chromatography 
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รูปท่ี 4.4 สเปกตรัมการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตรของโมโนโคลนอลแอนติบอดี
โคลนที่ 45 ที่ผานการทําใหบริสุทธิ์โดยโปรตีน เอ affinity column chromatography 
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รูปท่ี 4.5 สเปกตรัมการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตรของโมโนโคลนอลแอนติบอดี
โคลนที่ 52 ที่ผานการทําใหบริสุทธิ์โดยโปรตีน เอ affinity column chromatography 
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รูปท่ี 4.6 สเปกตรัมการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตรของโมโนโคลนอลแอนติบอดี
โคลนที่ 79 ที่ผานการทําใหบริสุทธิ์โดยโปรตีน เอ affinity column chromatography 
 

4.4.3 การวัดปริมาณแอนติบอดีโดยวัดคาการดูดกลืนแสง 
 

จากการนําแอนติบอดีที่ไดจากการทําใหบริสุทธิ์โดยโปรตีน เอ affinity column 
chromatography มาวัดคาดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร เพื่อหาความความเขมขนของแอนติบอดี   
แตละโคลนโดยเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอร พบวา คาดูดกลืนแสงของโคลนที่ 29, 45, 52 และ 79 
เทากับ 0.732, 0.792, 0.773 และ 1.083 ตามลําดับ เนื่องจากแอนติบอดีที่ไดเปนโปรตีนชนิดอิมมูโน
โกลบูลินจีซ่ึงทราบคาคงที่ (extinction coefficient) ของคาการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตรโดยมี
คาคงที่เทากับ 13.6 ดังนั้นการคํานวณหาปริมาณโปรตีนจะใชสูตรการคํานวณดังนี้ (Johnson และ 
Thorpe, 1987) 
ความเขมขนของแอนติบอดี   =       คาดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร          x   10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร
           คา Extinction coefficient ท่ี 280 นาโนเมตร 
โดยผลการคํานวณหาความเขมขนของแอนติบอดีแสดงดังตารางที่ 4.5 พบวา โมโนโคลนอล
แอนติบอดีโคลนที่ 29, 45, 52 และ 79 มีความเขมขนของแอนติบอดีเทากับ 0.538, 0.582, 0.575 
และ 0.796 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ  
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ตารางที่ 4.5 ความเขมขนของโมโนโคลนอลแอนติบอดหีลังจากการทาํใหบริสุทธิ์โดยใชโปรตีน เอ 
affinity column chromatography 
 

หมายเลขโคลน O.D. 280 
ความเขมขนของโปรตีนที่หาได 

(มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 
29 0.732 0.538 
45 0.792 0.582 
52 0.773 0.575 
79 1.083 0.796 

 
 
4.5 การทดสอบหาความจําเพาะของแอนติบอดีตอเอพิโทปบนโมเลกุลคลอแรมเฟนิคอล 
  

4.5.1 หาความเจือจางของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่เหมาะสม ดวยวิธี  indirect ELISA 
 

โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีความเขมขนมากเมื่อนําไปใชทดสอบดวยวิธี ELISA 
จะทําใหเกิดสัญญาณรบกวน และ เปนการสิ้นเปลืองแอนติบอดี จึงตองหาความความเขมขนที่
เหมาะสมซึ่งเลือกจากความเขมขนของแอนติบอดีที่ทําใหคาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร            
ที่ต่ําที่สุดกอนที่คาการดูดกลืนแสงจะคงที่ หรือมีการเปลี่ยนแปลงเพียงเล็กนอยเมื่อคาความเขมขน
ของแอนติบอดีเพิ่มขึ้น ผลการทดลองแสดงดังตารางที่ 4.6 และนําขอมูลท่ีไดมาสรางเปนกราฟรูปที่ 
4.7 พบวา ความเขมขนที่เหมาะสมของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนที่ 45, 52 และ 79 เทากับ 5 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร สวนความเขมขนที่เหมาะสมของโคลนที่ 29 เทากับ 10 ไมโครกรัม                 
ตอมิลลิลิตร  
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ตารางที่ 4.6 การทดสอบ Indirect ELISA ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ความเขมขนตางๆ
หลังจากทําใหเขมขนโดยวิธีตกตะกอนดวยแอมโมเนยีมซัลเฟต 
 

โคลนที่ ความเขมขนของแอนติบอดี
(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 29 45 52 79 

10 0.709 1.098 1.333 2.311 
5 0.691 1.034 1.321 2.350 

2.5 0.450 0.847 1.156 2.131 
1.25 0.155 0.487 0.751 1.345 
0.625 0.043 0.072 0.090 0.169 
0.3125 0.041 0.053 0.074 0.096 

C+ 2.588 
C- 0.050 

หมายเหตุ  C+  คือ  ซีรัมหนูหลังกระตุนระบบภมูิคุมกันดวย CAP-BSA  
C-   คือ ซีรัมหนูที่ไมไดรับการกระตุนระบบภูมิคุมกัน  
คาที่แสดงโดยตัวอักษรทึบ คอื คาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตรของความ
เขมขนที่เหมาะสมของแตละโคลน 
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รูปท่ี 4.7 การทดสอบ indirect ELISA สําหรับหาความเขมขนของแอนติบอดีที่เหมาะสม 
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4.5.2 การทดสอบหาความจําเพาะของแอนติบอดีตอเอพิโทปบนโมเลกุลคลอแรมเฟนิ
คอล โดยวิธี indirect ELISA 

 
จากการนําโมโนโคลนอลแอนติบอดีของโคลนตางๆที่คัดเลือกได ไดแก โคลนที่ 

29, 45, 52 และ 79  ที่ความเขมขนที่เหมาะสมมาผสมในอัตราสวน 1:1 (v/v) แลวทําการทดสอบ
ตามวิธีในขอ 3.3.2 โดยเติมโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผสมแทนอาหารเลี้ยงเซลล จากนั้นนําคาที่
ไดมาเปรียบเทียบกับโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไมไดผสม ถาทดสอบแลวพบวาโมโนโคลนอล
แอนติบอดีที่ผสมใหคาการดูดกลืนแสงที่เทาเดิม แสดงวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีคูนั้นจําเพาะกับ
ตําแหนงบนโมเลกุลคลอแรมเฟนิคอลเดียวกัน ถาทดสอบแลวพบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่
ผสมใหคาการดูดกลืนแสงที่เพิ่มขึ้น แสดงวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีคูนั้นจําเพาะกับตําแหนงบน
โมเลกุลคลอแรมเฟนิคอลตางกัน  ผลการทดลองแสดงดังตารางที่ 4.7 พบวาเมื่อผสมโมโนโคลนอล
แอนติบอดีของโคลนที่ 29 กับ 45, 29 กับ 52,  29 กับ 79, 45 กับ 52, 45 กับ 79 และ 52 กับ 79 คา
การดูดกลืนแสงที่ไดใกลเคียงหรือเทากับคาการดูดกลืนแสงของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนที่ 
25 ,45, 52 และ 79 ที่ไมไดผสม แสดงวา โมโนโคลนอลแอนตบิอดีโคลนที่ 29, 45, 52 และ 79  
จําเพาะกับตําแหนงบนโมเลกุลคลอแรมเฟนิคอลเดียวกัน ดังนั้นจึงไมสามารถที่จะพัฒนาชุด
ตรวจสอบเปนแบบ Sandwich ELISA ได จึงเลือกการพัฒนาชุดตรวจสอบเปนแบบแขงขัน 
(competitive ELISA) โดยใชหลักการของ indirect competitive ELISA คือมีการแขงขันระหวาง
คลอแรมเฟนิคอลในรูปอิสระและคลอแรมเฟนิคอลที่เคลือบอยูที่ผิวในการจับกับแอนติบอดีที่
จําเพาะกับคลอแรมเฟนิคอล และมีการติดตามปฏิกิริยาโดยใชแอนติบอดีทุติยภูมิที่เชื่อมกับเอนไซม
และมีความจําเพาะตอแอนติบอดีที่จําเพาะกับคลอแรมเฟนิคอล  
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ตารางที่ 4.7 คาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร จากการทดสอบ indirect competitive ELISA ของ
โมโนโคลนอลแอนติบอดีผสม 
 

คาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร 
หมายเลขโคลน 

หมายเลขโคลน 29 45 52 79 
29 0.632 0.704 0.681 1.329 
45 – 0.697 0.647 1.140 
52 – – 0.654 1.165 
79 – – – 1.202 
C+ 1.579 
C- 0.054 

หมายเหตุ  C+  คือ  ซีรัมหนูหลังกระตุนระบบภมูิคุมกันดวย CAP-BSA  
C-   คือ ซีรัมหนูที่ไมไดรับการกระตุนระบบภูมิคุมกัน  
 

4.6 การทดสอบความจําเพาะตอคลอแรมเฟนิคอลในรูปอิสระ 
 

โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่คัดเลือกนั้น คัดเลือกมาจากการทดสอบโดยวิธี indirect ELISA 
ซ่ึงในการทํา indirect ELISA ไมสามารถเคลือบคลอแรมเฟนิคอลในรูปอิสระบนจานชนิด 96 หลุม
ไดโดยตรงจะตองใชคลอแรมเฟนิคอลที่ เชื่อมตอกับสารโมเลกุลขนาดใหญ เชน  โปรตีน                     
ดังนั้นเพื่อเปนการยืนยันวาแอนติบอดีที่คัดเลือกไดนั้นสามารถจับแบบจําเพาะกับคลอแรมเฟนิคอล
ในรูปอิสระ จึงตองใชหลักการแยงจับโดยวิธี indirect competitive ELISA ซ่ึงมีวิธีการทดสอบคือ 
เตรียมสารคลอแรมเฟนิคอลที่ความเขมขน 0, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 และ 512 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร แลวนํามาผสมกับแอนติบอดีโดยผสมในอัตราสวน 1:1 (v/v) แลวทําการ
ทดสอบดวยวิธี indirect ELISA ตามขั้นตอนในขอ 3.3.2 โดยทําการเติมแอนติบอดีที่ผสมกับคลอ
แรมเฟนิคอลแทนอาหารเลี้ยงเซลล หากแอนติบอดีสามารถจับแบบจําเพาะกับคลอแรมเฟนิคอลใน
รูปอิสระ จะพบวาแอนติบอดีที่ผสมกับคลอแรมเฟนิคอลที่ความเขมขนสูงจะใหคาการดูดกลืนแสง
ต่ํากวาแอนติบอดีที่ผสมกับคลอแรมเฟนิคอลที่ความเขมขนต่ํา จากการทดสอบความจําเพาะของ
แอนติบอดีโคลนที่ 79 ตอคลอแรมเฟนิคอลในรูปอิสระที่ความเขมขนตางๆ พบวา คาการดูดกลืน
แสงไมเปลี่ยนแปลงถึงแมวาจะเพิ่มปริมาณคลอแรมเฟนิคอลในรูปอิสระสูงถึง 512 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร แสดงวา โคลนที่ 79 ไมมีความจําเพาะตอคลอแรมเฟนิคอลในรูปอิสระ ผลการทดสอบดัง
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ตารางที่ 4.8 สวนโคลนอื่นๆที่คัดเลือกมาเมื่อทดสอบดวยวิธีเดียวกัน พบวาผลการทดลองที่ได
ใหผลในลักษณะเชน เดียวกัน  แสดงว า  แอนติบอดีที่คัด เลือกมาไมมีความจํ า เพาะตอ                           
คลอแรมเฟนิคอลในรูปอิสระ ดังนั้นแอนติบอดีที่คัดเลือกมานั้นจึงไมสามารถนํามาใชพัฒนาชุด
ตรวจสอบคลอแรมเฟนิคอลตนแบบได จึงจําเปนตองใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่เตรียมจาก
โคลน 3G305 ซ่ึงมีไอโซไทป IgG2b จากบริษัท US Biological เพื่อนํามาใชในการศึกษาและพัฒนา
ชุดตรวจสอบตอไป 

 
ตารางที่ 4.8 การทดสอบ indirect competitive ELISA ของแอนติบอดีโคลนที่ 79  
 

ความเขมขนของคลอแรมเฟนิคอล  
(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) คาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร 

0 1.196 
0.5 1.158 
1 1.176 
2 1.380 
4 1.132 
8 1.109 
16 1.271 
32 1.121 
64 1.227 
128 1.184 
256 1.102 
512 1.277 
C+ 1.601 
C- 0.046 

หมายเหตุ  C+  คือ  ซีรัมหนูหลังกระตุนระบบภมูิคุมกันดวย CAP-BSA  
C-   คือ ซีรัมหนูที่ไมไดรับการกระตุนระบบภูมิคุมกัน  
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4.7 การเตรียมชุดตรวจสอบตนแบบ 
 
4.7.1 ความเขมขนทีเ่หมาะสมของแอนติเจนที่ใชในการเคลือบจานชนิด 96 หลุม 

 
ผลการทดลองหาความเขมขนที่เหมาะสมของแอนติเจนที่ใชสําหรับเคลือบจาน

ชนิด 96 หลุมดวยวิธี indirect ELISA แสดงในตารางที่ 4.9 พบวา ความเขมขนที่เหมาะสมของ
แอนติเจนที่ใชเคลือบจานชนิด 96 หลุม เทากับ 0.1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เนื่องจากใหคาการ
ดูดกลืนแสงอยูในชวง 0.8-1.2 
 
 
ตารางที่ 4.9 ผลการทํา indirect ELISA เมือ่เคลือบแอนติเจนที่ความเขมขนตางๆ 

คาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร ความเขมขนของ
แอนติเจน (ไมโครกรัม

ตอมิลลิลิตร) 
โมโนโคลนอลแอนติบอดี 3G305    

1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร C+ C- 
0.001 0.088 0.848 0.071 
0.01 0.154 1.273 0.095 
0.1 1.211 3.096 0.047 
1 2.000 2.852 0.066 
10 2.704 2.946 0.118 

หมายเหตุ  C+  คือ  ซีรัมหนูหลังกระตุนระบบภมูิคุมกันดวย CAP-BSA  
C-   คือ ซีรัมหนูที่ไมไดรับการกระตุนระบบภูมิคุมกัน  
คาที่แสดงโดยตัวอักษรทึบ คอื คาที่ใหผลของการทดสอบที่เหมาะสม 

 
4.7.2 ความเขมขนทีเ่หมาะสมของแอนติบอด ี

 การเลือกคาความเขมขนของแอนติบอดีที่เหมาะสมนั้นจะเลือกที่ความเขมขนของ
แอนติบอดนีอยที่สุดที่ทําใหคาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตรจากการทํา Indirect ELISA มีคาสูง
จนถึงระดับอิม่ตัวในการทํา ELISA ซ่ึงผลการทดลองแสดงในตารางที่ 4.10 พบวาความเขมขนของ
แอนติบอดีที่เหมาะสมที่จะนํามาใชในการพัฒนาชุดตรวจสอบเทากับ 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
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ตารางที่ 4.10 ผลการทํา Indirect ELISA โดยใชแอนติบอดีที่ความเขมขนตางๆ 
ความเขมขนของแอนติบอดี 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) คาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร 
0.01 0.869 
0.1 0.934 
1 2.096 
2 2.525 

C+ 3.049 
C- 0.050 

หมายเหตุ  C+  คือ  ซีรัมหนูหลังกระตุนระบบภมูิคุมกันดวย CAP-BSA  
C-   คือ ซีรัมหนูที่ไมไดรับการกระตุนระบบภูมิคุมกัน  
คาที่แสดงโดยตัวอักษรทึบ คอื คาที่ใหผลของการทดสอบที่เหมาะสม 
 

4.7.3 การทดสอบความจําเพาะและความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอคลอ
แรมเฟนิคอลในรูปอิสระและการทดสอบหาปฏิกิริยาขามกับคลอแรมเฟนิคอลซัค
ซิเนต ดวยวิธี Indirect  competitive ELISA 

 
การทํา indirect ELISA ไมสามารถเคลือบคลอแรมเฟนิคอลในรูปอิสระบนจาน

ชนิด 96 หลุมไดโดยตรงจะตองใชคลอแรมเฟนิคอลที่เชื่อมตอกับสารโมเลกุลขนาดใหญ เชน 
โปรตีน ดังนั้นเพื่อเปนการยืนยันวาแอนติบอดีที่คัดเลือกไดนั้นสามารถจับแบบจําเพาะกับ                  
คลอแรมเฟนิคอลในรูปอิสระ จึงตองใชหลักการแยงจับโดยวิธี indirect competitive ELISA                   
จากผลการทดลองดังตารางที่ 4.11 พบวา ในการทดสอบดวยวิธี indirect competitive ELISA                 
เมื่อใชความเขมขนของคลอแรมเฟนิคอลอิสระสูงขึ้น คาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตรลดลง
เนื่องจากคลอแรมเฟนิคอลอิสระไปจับกับแอนติบอดีทําใหมีปริมาณของแอนติบอดีที่เหลือไปจับ
กับแอนติเจนที่เคลือบอยูบนจานชนิด 96 หลุมลดลง แสดงวา แอนติบอดี 3G305 สามารถจับกับ
คลอแรมเฟนิคอลในรูปอิสระได เมื่อคํานวณเปนคา 50% inhibition concentration (IC50) โดยใช
โปรแกรม Graphpad Prism 4.03 ไดเทากับ 9 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ดังรูปที่ 4.8  

จากการทดสอบปฏิกิริยาขามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอคลอแรมเฟนิคอล
ซัคซิเนต พบวา เมื่อใชความเขมขนของคลอแรมเฟนิคอลซัคซิเนตถึง 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร คา
ดูดกลืนแสงลดลงเมื่อเทียบกับที่ไมใสคลอแรมเฟนิคอลซัคซิเนต เมื่อหาคา IC50 โดยหาจาก
โปรแกรม Graphpad Prism 4.03 ไดเทากับ 21 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ดังรูปที่ 4.9 และเมื่อคิดเปน



                                                                                                                 
                                                                                                              

 

49

 

เปอรเซ็นตปฏิกิริยาขามไดเทากับ 42.9 เปอรเซ็นต แสดงวาแอนติบอดีเกิดปฏิกิริยาขามกับคลอ
แรมเฟนิคอลซัคซิเนต  

จากการทดสอบความจําเพาะและความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ               
คลอแรมเฟนิคอลในรูปอิสระและการทดสอบหาปฏิกิริยาขามกับคลอแรมเฟนิคอลซัคซิเนต                
เมื่อใชความเขมขนของคลอแรมเฟนิคอลหรือคลอแรมเฟนิคอลซัคซิเนตถึง 10 ไมโครกรัม                  
ตอมิลลิลิตรไมสามารถทําใหคาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตรลดลงจนถึงระดับ background ได 
อาจเปนเพราะวาสภาวะของการทําปฏิกิริยาไมเหมาะสมเชน อุณหภูมิและเวลาที่ใชในการบม ตัว
ลางที่ใชในการลางจานชนิด 96 หลุม  เปนตน ดังนั้นเมื่อนําแอนติบอดีไปใชในชุดตรวจสอบ
ตนแบบควรจะมีการปรับสภาวะใหเหมาะสมในการทําปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนและแอนติบอดี 
ตารางที่ 4.11 การทํา Indirect ELISA จากการทดสอบหาความจําเพาะตอคลอแรมเฟนิคอลและ            
คลอแรมเฟนิคอลซัคซิเนต 

คาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร ความเขมขนของสาร
(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) คลอแรมเฟนิคอล คลอแรมเฟนิคอลซัคซิเนต 

0 1.425 
0.000625 1.399 1.320 
0.00125 1.350 1.301 
0.0025 1.300 1.298 
0.005 1.143 1.370 
0.01 0.900 1.270 
0.02 0.830 0.972 
0.04 0.688 0.875 
0.08 0.640 0.788 
0.1 0.549 0.771 
0.16 0.608 0.734 

1 0.561 0.639 
10 0.646 0.654 
C+ 2.615 
C- 0.228 

หมายเหตุ  C+  คือ  ซีรัมหนูหลังกระตุนระบบภมูิคุมกันดวย CAP-BSA  
C-   คือ ซีรัมหนูที่ไมไดรับการกระตุนระบบภูมิคุมกัน  



                                                                                                                 
                                                                                                              

 

50

 

Monoclonal antibody 3G305
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รูปท่ี 4.8   กราฟหาคา IC50 ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 3G305 ตอคลอแรมเฟนิคอลดวย
โปรแกรม Graphpad Prism 4.03 

 

Monoclonal antibody 3G305
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รูปท่ี 4.9   กราฟหาคา IC50 ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 3G305 ตอคลอแรมเฟนิคอลซัค
ซิเนตดวยโปรแกรม Graphpad Prism 4.03 
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4.7.4 ศึกษาผลของอุณหภูมิที่ใชในการบมแอนตบิอดีที่ผสมกับคลอแรมเฟนิคอลและ
แอนติบอดีทุตยิภูมิที่เชื่อมกบัเอนไซม 

  
เกณฑที่ใชในการเลือกอุณหภูมิที่ เหมาะสมในการบมแอนติบอดีที่ผสมกับ                

คลอแรมเฟนิคอลและแอนติบอดีทุติยภูมิที่เชื่อมกับเอนไซม คือ พิจารณาจากอัตราสวนระหวาง 
Amax ตอ Amin สูง และอุณหภูมิที่เหมาะสมนั้นจะใหคา IC50 ต่ํา (Jae Koo Lee และคณะ, 2001) จาก
ตารางที่ 4.12 พบวาการบมแอนติบอดีที่ผสมกับคลอแรมเฟนิคอลและแอนติบอดีทุติยภูมิที่เชื่อมกับ
เอนไซมที่อุณหภูมิหอง (25-28 องศาเซลเซียส) จะทําใหมีอัตราสวนระหวาง Amax ตอ Amin สูง และ
ใหคา IC50 ต่ํา ดังนั้นในการพัฒนาชุดตรวจสอบจะใชอุณหภูมิหองในการบมแอนติบอดีที่ผสมกับ
คลอแรมเฟนิคอลและแอนติบอดีทุติยภูมิที่เชื่อมกับเอนไซม 

 
ตารางที่ 4.12 ผลของอุณหภมูิในการบมแอนติบอดีที่ผสมกับคลอแรมเฟนิคอลและ แอนติบอดีทุติย
ภูม ิตอการตรวจสอบคลอแรมเฟนิคอลโดยวิธี indirect competitive ELISA 
 

อุณหภูมิของการบม* Amax (A) IC50 (ng/ml) (B) Amin (C) A/C 
37,37 2.523 19.41 0.100 25.2 
37,RT 2.368 16.31 0.071 33.4 
RT,RT 2.585 16.75 0.066 39.2 
RT,37 2.729 19.48 0.090 30.3 

หมายเหตุ * อุณหภูมิตัวแรก  คือ อุณหภูมิทีใ่ชบมแอนติบอดีที่ผสมกับคลอแรมเฟนิคอล 
                 * อุณหภูมิตัวที่สอง คือ อุณหภูมิทีใ่ชบมแอนติบอดีทุติยภูมิที่เชื่อมกับเอนไซม 
  RT   คือ อุณหภูมหิอง (25-28 องศาเซลเซียส) 

 
 

4.7.5 ศึกษาผลกระทบของการลางดวย PBS ที่มีและไมมี Tween 20  
 
Tween 20 เปนตัวลางที่ไมมีประจุ (nonionic detergent) ทําใหไมมีการรบกวน

ปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนและแอนติบอดี แตปองกันไมใหเกิดปฏิกิริยา hydrophobic ระหวาง
โปรตีนที่เติมลงไปใหมกับผิววัสดุที่ใชยึดจับแอนติเจนหรือแอนติบอดี และไมเกิดการทําลายการยึด
จับแบบ hydrophobic ระหวางแอนติเจนหรือแอนติบอดีที่มีอยูกอนแลว ดังนั้น Tween 20 จะเปนตัว
ปองกันการเกิดการยึดจับของโปรตีนอื่นกับผิววัสดุอยางไมจําเพาะในขั้นตอนตอไปดวย (นภาธร, 
2536) ในการทํา ELISA มีการใช Tween 20 ในการลางเพื่อลดการจับแบบไมจําเพาะและเพื่อเพิ่ม
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ความไวของชุดตรวจสอบ ซ่ึงเกณฑที่ใชในการเลือกตัวลางที่มีหรือไมมี Tween 20 ในการลางจาน
ชนิด 96 หลุม คือ ให background ของการทํา ELISA ต่ํา และมีอัตราสวนระหวาง Amax ตอ Amin สูง 
จากการทดลองแสดงดังตารางที่ 4.13 พบวาเมื่อใชตัวลางที่มี 0.05% Tween 20 จะใหคา 
background ต่ํา และ มีอัตราสวนระหวาง Amax ตอ Amin สูง ดังนั้นการพัฒนาชุดตรวจสอบจะใชตัว
ลางที่มี 0.05% Tween 20 เพื่อลดการจับแบบไมจําเพาะเจาะจงและเพิ่มความไวของชุดตรวจสอบ 

 
ตารางที่ 4.13 ผลของ Tween 20 ตอความไวของการตรวจสอบคลอแรมเฟนิคอลโดยวิธี ELISA 

 
4.7.6 สรางกราฟมาตรฐานชุดตรวจสอบตนแบบโดยวิธี indirect competitive ELISA 

 
จากการทดสอบโดยวิธี Indirect competitive ELISA ตามขั้นตอน 3.3.7.7 ซ่ึงขอมูล

ที่ไดแสดงในตารางผนวกที ่ ก.2 จากนั้นนําขอมูลมาหาคาเฉลี่ยของคาการดูดกลืนแสง คา %B/B0 
และคา SD ซ่ึงแสดงผลในตารางที่ 4.14 และนําขอมลูมาสรางกราฟโดยใชโปรแกรม Graphpad 
Prism 4.03 โดยใหแกน X เปนลอการิทึมของความเขมขนคลอแรมเฟนิคอลในหนวยไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร และแกน Y เปน %B/B0 โดยที่ B คือคาการดูดกลืนแสงโดยวิธี Indirect competitive 
ELISA ที่มีคลอแรมเฟนิคอลที่ระดับความเขมขนตางๆ และ B0 คือ คาการดูดกลืนแสงโดยวิธี 
Indirect competitive ELISAที่ไมมีคลอแรมเฟนิคอล ซ่ึงกราฟที่สรางไดแสดงดังรูปที่ 4.10 จากนั้น
ทําการเลือกชวงความเขมขนของคลอแรมเฟนิคอลที่ทําใหสามารถสรางกราฟเสนตรง พบวา ชวง
ความเขมขนของคลอแรมเฟนิคอลที่จะนํามาสรางเปนกราฟมาตรฐาน คือชวง 0.5 - 20 นาโนกรัม
ตอมิลลิลิตร (0.0005-0.02 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร)  ซ่ึงกราฟมาตรฐานแสดงดังรูปที่ 4.11  

 
 
 
 
 
 
 
 

Tween 20 (%) Amax (A) IC50 (ng/ml) (B) Amin (C) A/C 
0 2.118 9.599 0.156 13.6 

0.05 2.117 9.759 0.007 302.4 



                                                                                                                 
                                                                                                              

 

53

 

ตารางที่ 4.14 คาเฉลี่ยของการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร คา %B/B0 และคาความเบี่ยงเบนทีไ่ด
จากการทํา indirect competitive ELISA สําหรับสรางกราฟมาตรฐานของชุดตรวจสอบตนแบบ 

 

โดยที่ %B/B0 คือ อัตราสวนระหวางคาการดูดกลืนแสงที่มีคลอแรมเฟนคิอลที่ระดับความ   
 เขมขนตางๆ ตอคาการดูดกลนืแสงที่ไมมีคลอแรมเฟนิคอล 

 

Monoclonal antibody 3G305
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รูปท่ี 4.10 กราฟหาชวงความเขมขนของคลอแรมเฟนิคอลที่เหมาะสมสําหรับสรางกราฟมาตรฐาน
ดวยโปรแกรม Graphpad Prism 4.03 

ความเขมขนของคลอแรมเฟนิคอล 
(นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) O.D.492 %B/B0 SD 

0 1.304 100.00 0.033 
0.5 1.116 85.57 0.051 
0.75 0.982 75.29 0.071 

1 0.888 68.13 0.041 
2.5 0.677 51.91 0.042 
5 0.518 39.74 0.024 
10 0.350 26.88 0.038 
20 0.186 14.29 0.031 
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y = -18.866Ln(x) - 60.191
R2 = 0.9973

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

0.0001 0.001 0.01 0.1

concentration of CAP (ug/ml)

%
B

/B
0

 
รูปท่ี 4.11 กราฟมาตรฐานของชุดตรวจสอบตนแบบ โดยวิธี Indirect competitive ELISA 

 
4.7.7 การประเมินประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบตนแบบ 

 
4.7.7.1 การหาคาความไว (sensitivity) ของชุดตรวจสอบ 
  

จากการทดสอบโดยวิธี Indirect competitive ELISA ตามขั้นตอน 3.3.7.7 
ซ่ึงขอมูลที่ไดแสดงในตารางผนวกที ่ ก.2 เมื่อนําขอมูลมาสรางกราฟเสนตรงเมื่อใหแกน X เปน
ลอการิทึมของความเขมขนของคลอแรมเฟนิคอล และแกน Y เปนคาการดูดกลืนแสง จะสรางกราฟ
ไดดังรูปที่ 4.12 ซ่ึงมีสมการเสนตรงคือ 7848.0)(246.0 −−= xLny  จากนั้นทาํการคาความไว
ของชุดตรวจสอบ ซ่ึงหาไดจากการนําคา B0 20 คา จากขอมูลในตารางที่ 4.15 มาหาคาเบี่ยงเบน
มาตรฐาน (SD) จากนั้นคํานวณหาคา LOD และ LOQ จากสมการ 

ความไว (LOD)  =  B0 – 3SD 
 ความไว (LOQ)  =  B0 – 10SD 

ซ่ึงคา LOD และ LOQ ท่ีไดนี้ยังเปนคาการดูดกลืนแสง จึงตองนําไปแปลงเปนความเขมขนของคลอ
แรมเฟนิคอลในหนวยไมโครกรัมตอมิลลิลิตรหรือนาโนกรัมตอมิลลิลิตร ซ่ึงหาไดจากสมการ
เสนตรงของกราฟรูปท่ี 4.12 พบวา ชุดตรวจสอบตนแบบมีความไวหรือสามารถวัดปริมาณของคลอ
แรมเฟนิคอลตํ่าท่ีสุดเทากับ 0.31 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร และสามารถวัดปริมาณของคลอแรมเฟนิ
คอลต่ําที่สุดอยางถูกตองเทากับ 0.78 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร 
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ตารางที่ 4.15 คาการดูดกลืนแสงในการทดสอบโดยวิธี Indirect competitive ELISA เพ่ือใชหาคา 
LOD ของชุดตรวจสอบตนแบบ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

y = -0.246Ln(x) - 0.7848
R2 = 0.9973
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รูปท่ี 4.12 กราฟเสนตรงที่นาํมาคํานวณหาคา LOD และ LOQ ของชุดตรวจสอบตนแบบ โดยวธีิ 
Indirect competitive ELISA 
 
 
 
 
 
 
 

คาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร 
ท่ีไมมีคลอแรมเฟนิคอล (B0) (n=20) Mean SD 3SD 

LOD 
(ng/ml) 

LOQ 
(ng/ml) 

1.336 1.294 1.251 1.332 
1.328 1.285 1.293 1.299 
1.382 1.296 1.358 1.301 
1.287 1.283 1.331 1.305 
1.261 1.259 1.295 1.302 

1.304 0.033 0.099 
 
 
 
 

0.31 
 
 
 
 

0.78 
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4.7.7.2 คาความแมนยาํ (precision) ของชุดตรวจสอบตนแบบ 
 

การทํา intra-assay จากการทดสอบโดยวธีิ Indirect competitive ELISA 
ตามขั้นตอน 3.3.7.7 ซ่ึงขอมูลท่ีไดแสดงในตารางผนวกที่ ก.2 นําขอมูลท่ีไดมาคํานวณหาคารอยละ
ของสัมประสิทธ์ิความแปรปรวน (%coefficient variation; %CV) ของชุดตรวจสอบตนแบบที่ได

จาก 100  
mean 
SD       %CV ×=  โดยท่ี mean คือ คาเฉล่ียของคาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร

โดยวิธี Indirect competitive  ELISA เม่ือมีคลอแรมเฟนิคอลและไมมีคลอแรมเฟนิคอล และ                     
SD คือ คาเบี่ยงเบนมาตรฐานของคาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร พบวามีคาอยูในชวง               
2.5 - 16.4% สวน inter-assay จะนําขอมูลท่ีไดจาการทาํ Indirect competitive ELISA จากตาราง
ผนวกที่ ก.3-ก.6 มาทําการคํานวณหา %CV ซ่ึงใหคาอยูในชวง 3.5 - 22.9%  ผลการทดลองแสดงใน
ตารางที่ 4.16  
 
ตารางที่ 4.16 คาความแมนยาํ (intra-assay, inter-assay) ท่ีไดจากชดุตรวจสอบตนแบบ 
 

intra-assay (n=20) inter-assay (N=4) ความเขมขนของคลอ
แรมเฟนิคอล (ug/ml) Mean SD %CV Mean SD %CV 

0 1.304 0.033 2.5 1.295 0.045 3.5 
0.0005 1.116 0.051 4.6 1.202 0.094 7.8 
0.00075 0.982 0.071 7.2 1.074 0.096 8.9 
0.001 0.888 0.041 4.6 0.983 0.096 9.7 
0.0025 0.677 0.042 6.2 0.670 0.054 8.0 
0.005 0.518 0.024 4.7 0.550 0.037 6.8 
0.01 0.350 0.038 10.9 0.394 0.027 7.0 
0.02 0.186 0.031 16.4 0.243 0.056 22.9 

หมายเหต ุ Mean คือ คาเฉลี่ยของคาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร 
  n        คือ จํานวนซ้ําของการทดลอง 
  N       คือ จํานวนครั้งของการทดลอง โดยแตละคร้ังทํา 5 ซํ้า 
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4.7.7.3 หาคาความถูกตอง (accuracy) ของชุดตรวจสอบตนแบบ  
 

ทําการใชชุดตรวจสอบตนแบบตรวจหาปริมาณคลอแรมเฟนิคอลที่มีอยู
ในสารละลายบัฟเฟอรท่ีความเขมขน 1.2 , 3 และ 6 นาโนกรัมตอมิลลิลิตรโดยใชกราฟมาตรฐาน
สําหรับการคํานวณหาคาความเขมขนของคลอแรมเฟนิคอลจากรูปผนวกที่ ก.2 พบวา % Recovery 
ท่ีไดเทากับ 114, 100 และ 103 ตามลําดับ ผลการทดลองแสดงในตารางที่ 4.17 ซ่ึงจากคา                      
% Recovery ท่ีไดนั้นควรอยูในชวง 80-120% (Krotzky and Seeh, 1995) แสดงวาชุดตรวจสอบ
ตนแบบสามารถที่จะตรวจวัดสารคลอแรมเฟนิคอลที่ละลายอยูในสารละลายบัฟเฟอรได  

เมื่อทําการเติมสารคลอแรมเฟนิคอลลงในเนื้อกุงใหไดความเขมขน
สุดทายเทากับ 2, 5.33 และ 10 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร จากนั้นนําไปสกัดดวยเอทิลอะซีเตท พบวา คา                
เฉล่ียของ % Recovery ท่ีไดจากชุดตรวจสอบตนแบบ ชุดตรวจสอบที่มีจําหนาย และ LC-MS-MS 
ไดเทากับ 97, 101 และ 94 ตามลําดับ โดยผลการทดลองแสดงดังตารางที่ 4.18, 4.19 และ 4.20
ตามลําดับ ซ่ึงแสดงใหเห็นวา การวัดปริมาณคลอแรมเฟนิคอลในตัวอยางกุงดวยวิธี ELISA โดยใช
ชุดตรวจสอบตนแบบหรือชุดตรวจสอบสําเร็จรูปที่มีจําหนายหรือวิธี LC-MS-MS จะใหผลถูกตอง
ใกลเคียงกัน อยางไรก็ตามผลที่ตางกันนี้อาจเนื่องมาจากวิธีการเตรียมตัวอยางที่ตางกัน กลาวคือ
หลังจากการสกัดดวยเอทิลอะซีเตทแลว ตัวอยางสําหรับวิเคราะหดวย ELISA นั้นจะทําการขจัด
ไขมันออกดวยสารละลายผสมของไอโซออกเทนกับคลอโรฟอรมและสารละลายบัฟเฟอร ซ่ึงคลอ
แรมเฟนิคอลจะอยูในสวนของสารละลายบัฟเฟอร ในขณะที่ตัวอยางสําหรับวิเคราะหดวยวิธี LC-
MS-MS นั้น จะทําการขจัดไขมันดวยสารละลายผสมของ 75% เมทานอลและเฮกเซน โดยปราศจาก
สารละลายบัฟเฟอร ท้ังนี้เมื่อนําตัวอยางที่เตรียมไดจากการสกัดสําหรับนําไปทดสอบดวยวิธี LC-
MS-MS มาทดสอบดวยวิธี ELISA แทนนั้น พบวา คาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตรของ
ตัวอยางที่สกัดไดท่ีไมมีการเติมคลอแรมเฟนิคอลใหคาการดูดกลืนแสงที่ต่ํามากทั้งๆท่ีความเปนจริง
ตองไดคาการดูดกลืนแสงที่สูง ซ่ึงอาจมีสาเหตุจากสารละลายที่ใชในขั้นตอนการขจัดไขมันออก
จากเนื้อกุง (75% เมทานอล, เฮกเซน) มีผลตอการทํา ELISA ดังนั้นในการหลีกเล่ียงปญหาดังกลาว
สามารถทําไดโดยการนําตัวอยางหลังการขจัดไขมันดวย 75% เมทานอลและเฮกเซน สวนหนึ่ง
นําไปวิเคราะหดวยวิธี LC-MS-MS อีกสวนนํามาระเหยใหแหงและเปลี่ยนตัวทําละลายเปน
สารละลายบัฟเฟอรกอนนําไปวิเคราะหดวยวิธี ELISA ตอไป 
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ตารางที่ 4.17 ความเขมขนของคลอแรมเฟนิคอลที่วิเคราะหไดจากชดุตรวจสอบตนแบบ เม่ือมีการ
เติมคลอแรมเฟนิคอลลงไปใน PBS (n=6) 
ความเขมขน

ของ CAP ท่ีเตมิ
ลงไปใน PBS 

(ng/ml) O.D.492 %B/B0 

คาเบี่ยงเบน
มาตรฐาน 

(SD) 

ความเขมขนคลอ
แรมเฟนิคอลที่

วิเคราะหได (ng/ml) % Recovery 
1.2 0.735 77.73 0.023 1.37 114 
3 0.593 62.70 0.016 3.01 100 
6 0.462 48.89 0.057 6.20 103 
    คาเฉลี่ย 106 

หมายเหตุ   
ตัวควบคุมลบ คือ สารละลายบัฟเฟอรใหคาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตรเทากับ 0.858  
 

ตารางที่ 4.18 คา % Recovery ท่ีไดจากการตรวจสอบคลอแรมเฟนิคอลในเนื้อกุงดวยชุดตรวจสอบ
ตนแบบ (n=6) 
ความเขมขนของ CAP 
ที่เติมลงไป (ng/ml) การเจือจาง O.D.492 %B/B0 SD 

[CAP] ที่วิเคราะห
ได (ng/ml) 

[CAP] ที่วิเคราะหได
โดยเฉลี่ย (ng/ml) %Recovery 

0 ไมเจือจาง 0.930 100.00 0.003 0 0 - 
2 ไมเจือจาง 0.672 72.30 0.018 1.8 ± 0.3 1.8 ± 0.3 91 ± 14 

ไมเจือจาง 0.488 52.45 0.008 5.1 ± 0.3 
5.33 1 ตอ 2 0.618 66.43 0.028 4.9 ± 1.1 5.0 ± 1.2 95 ± 21 

ไมเจือจาง 0.378 40.61 0.026 9.6 ± 2.0 
10 1 ตอ 2 0.472 50.78 0.010 11.2 ± 0.8 10.4 ± 2.8 104 ±  28 

      คาเฉลีย่ 97 ±  21 

 
ตารางที่ 4.19 คา % Recovery ท่ีไดจากการตรวจสอบคลอแรมเฟนิคอลในเนื้อกุงดวยชุดตรวจสอบ
สําเร็จรูปท่ีมีจําหนาย (n=2) 
 

ความเขมขนของ CAP ที่เติมลงไป (ng/ml) [CAP] ที่วิเคราะหได (ng/ml) %Recovery 
0 0 - 
2 2.18 ± 0.2 109 ± 10 

5.33 5.22 ± 0.8 98 ±  15 
10 9.67 ± 1.5 97 ±  15 

 คาเฉลี่ย 101 ±  13 
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ตารางที่ 4.20 คา %Recovery ท่ีไดจากการตรวจสอบคลอแรมเฟนิคอลในเนื้อกุงดวยวิธี LC-MS-MS 
 

ความเขมขนของ CAP ที่เติมลงไป (ng/ml) [CAP] ที่วิเคราะหได (ng/ml) %Recovery 
0 0 - 
2 1.84 92 

5.33 5.39 101 
10 9.02 90 

 คาเฉลี่ย 94 
 



บทที่  5 
 

สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 
 
 

หลังจากทําการเชื่อมคลอแรมเฟนิคอลเขากับ BSA แลวคํานวณเปนปริมาณโปรตีนของ
คลอแรมเฟนิคอลที่เชื่อมกับ BSA ไดเทากับ 4.06 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และเมื่อทดสอบดวยวิธี 
MALDI-TOF MS พบวา น้ําหนักโมเลกุลของ BSA ที่ได เทากับ 66,600.346 และน้ําหนักโมเลกุล
ของคลอแรมเฟนิคอลที่เชื่อมติดกับ BSA ที่ได เทากับ 70443.032 ดังนั้นคิดเปนอัตราสวนที่เชื่อมติด
ระหวางคลอแรมเฟนิคอลกับ BSA (CAP : BSA) เทากับ 8.6 : 1  

จากการคัดเลือกไฮบริโดมาที่ไดจากสถาบันเทคโนโลยีชีวภาพและวิศวกรรมพันธุศาสตร
จํานวน 8 โคลน มาทําการศึกษาไอโซไทปของแอนติบอดี พบวามี 4 โคลนเปนโมโนโคลน คือ
โคลนที่ 29, 45, 52 และ79 โดยโคลนที่ 29, 45 และ 52 ผลิตแอนตบิอดีที่มีไอโซไทปเปน IgG1 สวน
โคลนที่ 79 ผลิตแอนติบอดีที่มีไอโซไทปเปน IgG2b  
 เมื่อนําโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนที่ 29, 45, 52 และ 79 มาทําใหเขมขนโดยการ
ตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตและวัดปริมาณโปรตีนไดเทากับ 5.198, 5.734, 5.847 และ 7.173 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ  

เมื่อนําโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนที่ 29, 45, 52 และ 79 มาทําใหบริสุทธิ์โดยโปรตีน 
เอและวัดปริมาณแอนติบอดีไดเทากับ 0.538, 0.582, 0.575 และ 0.796 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร
ตามลําดับ  
 จากการทดสอบความจําเพาะตอตําแหนงบนโมเลกุลคลอแรมเฟนิคอลของโคลนที่ 29, 45, 
52 และ79 โดยวิธี indirect competitive ELISA พบวาทุกโคลนมีความจําเพาะตอตําแหนงบน
โมเลกุลคลอแรมเฟนิคอลเดียวกันจึงไมสามารถพัฒนาชุดตรวจสอบที่เปนแบบ sandwich ELISA 
ได ดังนั้นจึงเลือกการพัฒนาชุดตรวจสอบเปนแบบ indirect competitive ELISA  
 ทําการเลือกโคลนที่ 79 มาทดสอบความจําเพาะตอคลอแรมเฟนิคอลในรูปอิสระ พบวา 
โคลนที่ 79 ไมมีความจําเพาะตอคลอแรมเฟนิคอลในรูปอิสระ ดังนั้นแอนติบอดีที่คัดเลือกมาจึงไม
สามารถนํามาใชพัฒนาชุดตรวจสอบคลอแรมเฟนิคอลได ดวยเหตุนี้จึงจําเปนตองใชโมโนโคลนอล
แอนติบอดทีี่ซ้ือมาจากบริษัท US Biological ซ่ึงเตรียมจากโคลน 3G305 และมีไอโซไทป IgG2b 
เพื่อนํามาใชในการศึกษาและพัฒนาชุดตรวจสอบตอไป 

จากการศึกษาหาความเขมขนของแอนติเจนและแอนติบอดีที่เหมาะสมในการทําปฏิกิริยา
สําหรับเตรียมชุดตรวจสอบคลอแรมเฟนิคอลโดยวิธี Indirect competitive ELISA  พบวาเทากับ 0.1 
และ 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร อุณหภูมิที่เหมาะสมในการบมแอนติบอดกีับคลอแรมเฟนิคอลและ
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แอนติบอดีทุติยภูมิ คือ ที่อุณหภูมิหอง (25-28 องศาเซลเซียส) ซ่ึงสะดวกตอการใชงาน ในการลาง
จานชนิด 96 หลุมควรใชสารละลายบัฟเฟอรที่มี 0.05% Tween 20 เนื่องจากจะลด background ให
ต่ําลง ชวงของการตรวจสอบอยูระหวาง 0.3-20 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ชุดตรวจสอบนี้มีความไว
หรือตรวจคลอแรมเฟนิคอลปริมาณต่ําสุดไดเทากับ 0.3 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร และสามารถตรวจ
คลอแรมเฟนิคอลปริมาณต่ําสุดไดอยางถูกตองเทากับ 0.78 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร คารอยละของ
สัมประสิทธิ์ความแปรปรวนของ intra-assay และ inter-assay อยูในชวง 2.5-16.4% และ 3.5-22.9% 
คาเฉลี่ยของ % Recovery ของชุดตรวจสอบตนแบบ ชุดตรวจสอบที่มีจําหนาย และ LC-MS-MS
เทากับ 97, 101 และ 94 ตามลําดับ ซ่ึงคาเฉลี่ยของ % Recovery ของชุดตรวจสอบตนแบบที่ได
ใกลเคียงกับชุดตรวจสอบสําเร็จรูปที่มีจําหนายและวิธี LC-MS-MS ดังนั้นชุดตรวจสอบโดยวิธี 
indirect competitive ELISA นี้สามารถที่จะนําไปใชตรวจสอบหาคลอแรมเฟนิคอลไดโดยใชการ
สกัดตามคูมือการใชงานชุดตรวจสอบคลอแรมเฟนิคอลได 

เมื่อเปรียบเทียบชวงการทดสอบของชุดตรวจสอบตนแบบ (0.3-20 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร)
กับชุดตรวจสอบที่มีจําหนาย (0.02-2 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) จะเห็นวาชวงการทดสอบของชุด
ตรวจสอบตนแบบนั้นสูงกวาชุดตรวจสอบที่มีจําหนาย ดังนั้นหากตองการพัฒนาชุดตรวจสอบคลอ
แรมเฟนิคอลใหไดชวงการทดสอบใกลเคียงกับชุดตรวจสอบที่มีจําหนายนั้นควรที่จะผลิต
แอนติบอดีที่จําเพาะตอคลอแรมเฟนิคอลใหมีความสามารถในการจับคลอแรมเฟนิคอลในรูปอิสระ
ในความเขมขนต่ําๆได และหากตองการใหชุดตรวจสอบมีความจําเพาะตอคลอแรมเฟนิคอล       
มากขึ้นควรที่จะผลิตเซลลไฮบริโดมาที่สามารถผลิตแอนติบอดีที่มาจากตนกําเนิดตางกันอยางนอย 
2  เซลล เพื่อที่จะพัฒนาชุดตรวจสอบคลอแรมเฟนิคอลในแบบ Sandwich ELISA ได  
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ภาคผนวก ก 
 

ตารางผนวกที ่ก.1  คาดูดกลนืแสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร ของสารละลายโปรตีนมาตรฐาน 
 

ความเขมขนของโปรตีน BSA มาตรฐาน 
(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) O.D.750 

0 0.000 
15.125 0.025 
31.25 0.064 
62.5 0.152 
125 0.297 
250 0.567 
500 1.037 
1000 1.950 

 
 

      

y = 0.0021x
R2 = 0.9965
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รูปผนวกที่ ก.1  กราฟโปรตีนมาตรฐาน BSA 
 



 
ตารางผนวกที ่ก.2 คาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร ของการทํา Indirect competitive ELISA สําหรับหาคา intra-assay 

คาการดูดกลืนแสงที ่492 นาโนเมตร 
ความเขมขนของคลอแรมเฟนิคอล  (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร)  

จํานวนซ้ําที ่ 0 0.000125 0.00025 0.0005 0.00075 0.001 0.0025 0.005 0.01 0.02 
1 1.336 1.252 1.184 1.115 0.928 0.922 0.601 0.517 0.396 0.126 
2 1.328 1.281 1.134 1.099 0.961 0.932 0.623 0.494 0.352 0.121 
3 1.382 1.235 1.064 1.081 0.958 0.884 0.653 0.517 0.397 0.190 
4 1.287 1.284 1.079 1.008 0.945 0.908 0.626 0.471 0.394 0.184 
5 1.261 1.217 1.155 1.012 0.820 0.843 0.719 0.561 0.311 0.185 
6 1.294 1.220 1.144 1.121 0.979 0.942 0.715 0.511 0.322 0.145 
7 1.285 1.250 1.195 1.179 0.958 0.923 0.696 0.514 0.335 0.218 
8 1.296 1.130 1.219 1.109 0.953 0.913 0.655 0.522 0.322 0.212 
9 1.283 1.268 1.212 1.185 0.986 0.915 0.680 0.542 0.345 0.205 
10 1.259 1.274 1.270 1.129 0.992 0.846 0.676 0.510 0.336 0.221 
11 1.251 1.264 1.134 1.175 0.932 0.813 0.690 0.515 0.291 0.193 
12 1.293 1.352 1.167 1.075 1.170 0.834 0.732 0.503 0.314 0.172 
13 1.358 1.324 1.231 1.124 0.952 0.931 0.631 0.485 0.391 0.152 
14 1.331 1.310 1.148 1.125 1.086 0.892 0.742 0.497 0.356 0.193 
15 1.295 1.375 1.149 1.105 1.014 0.915 0.725 0.513 0.314 0.206 
16 1.332 1.379 1.210 1.103 0.917 0.919 0.728 0.536 0.319 0.175 
17 1.299 1.339 1.146 1.091 1.015 0.887 0.687 0.527 0.396 0.196 
18 1.301 1.323 1.110 1.117 0.995 0.836 0.639 0.531 0.313 0.198 
19 1.305 1.294 1.188 1.146 1.046 0.822 0.642 0.521 0.392 0.197 
20 1.302 1.327 1.161 1.217 1.026 0.889 0.678 0.577 0.413 0.237 

คาเฉลี่ย 1.304 1.285 1.165 1.116 0.982 0.888 0.677 0.518 0.350 0.186 
คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 0.033 0.060 0.050 0.051 0.071 0.041 0.042 0.024 0.038 0.031 

 

train
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ตารางผนวกที ่ก.3 คาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร ของการทํา Indirect competitive ELISA 
คร้ังที่ 1 สําหรับหาคา inter-assay 

คาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร 
จํานวนซ้ําที่ 

ความเขมขนของ 
คลอแรมเฟนิคอล   

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร)  1 2 3 4 5 
0 1.336 1.328 1.382 1.287 1.261 

0.000125 1.252 1.281 1.235 1.284 1.217 
0.00025 1.184 1.134 1.064 1.079 1.155 
0.0005 1.115 1.099 1.081 1.008 1.012 
0.00075 0.928 0.961 0.958 0.945 0.820 
0.001 0.922 0.932 0.884 0.908 0.843 
0.0025 0.6 0.623 0.653 0.626 0.719 
0.005 0.517 0.494 0.517 0.471 0.561 
0.01 0.396 0.352 0.397 0.394 0.311 
0.02 0.126 0.121 0.19 0.184 0.185 

 
ตารางผนวกที ่ก.4 คาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร ของการทํา Indirect competitive ELISA 
คร้ังที่ 2 สําหรับหาคา inter-assay 

คาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร 
จํานวนซ้ําที่ 

ความเขมขนของ 
คลอแรมเฟนิคอล   

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร)  1 2 3 4 5 
0 1.358 1.331 1.295 1.332 1.351 

0.000125 1.244 1.291 1.225 1.279 1.371 
0.00025 1.274 1.317 1.215 1.295 1.287 
0.0005 1.250 1.303 1.291 1.317 1.304 
0.00075 1.129 1.110 1.146 1.132 1.121 
0.001 1.075 1.119 1.087 1.136 1.148 
0.0025 0.628 0.738 0.643 0.664 0.764 
0.005 0.577 0.567 0.585 0.571 0.562 
0.01 0.413 0.403 0.411 0.412 0.404 
0.02 0.237 0.271 0.291 0.268 0.273 
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ตารางผนวกที ่ก.5 คาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร ของการทํา Indirect competitive ELISA 
คร้ังที่ 3 สําหรับหาคา inter-assay 

คาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร 
จํานวนซ้ําที่ 

ความเขมขนของ 
คลอแรมเฟนิคอล   

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร)  1 2 3 4 5 
0 1.283 1.259 1.251 1.222 1.207 

0.000125 1.168 1.174 1.164 1.152 1.130 
0.00025 1.201 1.189 1.202 1.186 1.184 
0.0005 1.275 1.275 1.249 1.257 1.218 
0.00075 1.134 1.167 1.131 1.148 1.108 
0.001 1.013 1.034 1.031 1.022 0.993 
0.0025 0.728 0.744 0.739 0.702 0.703 
0.005 0.536 0.527 0.531 0.521 0.518 
0.01 0.370 0.396 0.389 0.392 0.365 
0.02 0.275 0.310 0.298 0.307 0.296 

 
ตารางผนวกที ่ก.6 คาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร ของการทํา Indirect competitive ELISA 
คร้ังที่ 4 สําหรับหาคา inter-assay 

คาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร 
จํานวนซ้ําที่ 

ความเขมขนของ 
คลอแรมเฟนิคอล   

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร)  1 2 3 4 5 
0 1.287 1.261 1.294 1.285 1.296 

0.000125 1.184 1.117 1.136 1.150 1.167 
0.00025 1.179 1.058 1.106 1.055 1.092 
0.0005 1.221 1.179 1.209 1.185 1.190 
0.00075 1.144 1.095 1.119 1.112 1.070 
0.001 0.942 0.903 0.913 0.915 0.846 
0.0025 0.592 0.641 0.631 0.642 0.625 
0.005 0.600 0.603 0.585 0.597 0.553 
0.01 0.401 0.428 0.419 0.422 0.414 
0.02 0.233 0.242 0.252 0.253 0.246 
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y = -19.069Ln(x) - 48.033
R2 = 0.9981
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รูปผนวกที่ ก.2  กราฟมาตรฐานสําหรับการคํานวณหาคาความเขมขนของคลอแรมเฟนิคอล 
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ภาคผนวก ข 
 

การตรวจคลอแรมเฟนิคอลโดยใชชุดตรวจสอบตนแบบ 
 
วิธีการทดสอบ 
 

1. เคลือบจานชนิด 96 หลุมดวยแอนติเจน (CAP-BSA) ความเขมขน 0.1 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมที่ 4 องศาเซลเซียส 12-24 ช่ัวโมง 

2. ลางดวย PBS ที่มี 0.05% Tween 20 จํานวน 3 คร้ัง  
3. เติมสารละลาย 5% นมพรองมันเนย  หลุมละ 300 ไมโครลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียส               

1 ช่ัวโมง  
4. ลางดวย PBS ที่มี 0.05% Tween 20 จํานวน 3 คร้ัง  
5. เติมแอนติบอดีที่ผสมกับสารตัวอยางหรือคลอแรมเฟนิคอลมาตรฐานความเขมขน 0, 0.5, 

0.75, 1, 2.5, 5, 10 และ 20 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ในอัตราสวน 1:1 (V/V) หลุมละ 100 
ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิหอง (25-28 องศาเซลเซียส) 1 ช่ัวโมง  

6. ลางดวย PBS ที่มี 0.05% Tween 20  จํานวน  3 คร้ัง  
7. เติมแอนติบอดีทุติยภูมิที่มี HRP เชื่อมอยู (HPR-Goat anti-mouse IgG) ที่เจือจาง 1:10000 

ใน 1% BSA ใน PBS หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิหอง 1 ช่ัวโมง 
8. ลางดวย PBS ที่มี 0.05% Tween 20 จํานวน 3 คร้ัง  
9. เติมสารละลายซับสเตรตของเอนไซม หลุมละ 100 ไมโครลิตร  บมในที่มืดอุณหภูมิหอง 

30 นาที  
10. เติม 2.5 M H2SO4 หลุมละ 100 ไมโครลิตร  
11. วัดคาดูดกลืนแสง 492 นาโนเมตร โดยเครื่อง ELISA reader 
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ภาคผนวก ค 
 

การเตรียมสาร 
 

การเตรียมสารละลายตางๆ สาํหรับใชในการทดสอบดวยวิธี ELISA 
 

1. 0.2 M Phosphate buffer (Stock reagent) 
ช่ัง  NaH2PO4    27.6 กรัม ละลายดวยน้าํกลั่น  1000  มิลลิลิตร 
ชั่ง  Na2HPO4    71.63   กรัม ละลายดวยน้าํกลั่น  1000  มิลลิลิตร 
ไตเตรตดางดวยกรด จนได pH 7.4 แลวเก็บเปน stock 0.2 M Phosphate buffer, pH 7.4 
 

2. 0.01 M Phosphate Buffer Saline ( PBS), pH 7.4 
0.2 M Phosphate buffer, pH 7.4 1 ลิตร  
NaCl      175.2  กรัม 
น้ํากลั่น    19  ลิตร 
0.01% Thimerosal    20  มิลลิลิตร 
ผสมใหเขากัน กรองสารละลายที่ไดดวยเครือ่งกรองสารละลาย แลวเก็บใสถังสีขาว 
 

3. PBS-Tween 20; PBS-T ( ใช Tween20 ความเขมขน 0.05% ) 
Tween20    250  ไมโครลิตร 
PBS    500 มิลลิลิตร 
 

 4.  5% นมพรองมันเนย 
  นมพรองมันเนย ยี่หอ Mission 5 กรัม 
  PBS    100 มิลลิลิตร 
  ผสมใหเขากัน (เตรียมใหมกอนใช) 

 
 5.    0.15 M Phosphate Citrate buffer, pH 5.0 
  Na2HPO4 11.9 กรัม ละลายดวยน้าํกลั่น  1000  มิลลิลิตร 
  Citric acid 7 กรัม ละลายดวยน้าํกลั่น  1000  มิลลิลิตร 

ไตเตรตดางดวยกรด จนได pH 5.0 แลวเก็บใสขวดสีชา วางไวที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส 
หรือ -20 องศาเซลเซียส 
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6.    Substrate OPD 
O-phenylenediamine    0.04 กรัม 
0.15 M Phosphate citrate buffer, pH 5.0  100 มิลลิลิตร 
30% H2O2    0.04 มิลลิลิตร 
ผสมใหเขากัน(เตรียมในขวดสีชา) ตองเตรียมใหมกอนใชทุกครั้ง 
 

7. 2.5 M H2SO4 ( Stopping reagent ) 
18 M H2SO4   69.5 มิลลิลิตร 
น้ํากลั่น    430.5 มิลลิลิตร 
คอยๆ เทกรดลงในน้ํากลั่น ผสมใหเขากันจะเกิดความรอน ควรนําขวดไปแชในน้ําประปา 

  จนกวาจะหายรอน 
 
การเตรียมอาหารเลี้ยงเซลล  RPMI 1640 
 
    RPMI 1640   10.4 กรัม 
  NaHCO3   2 กรัม 
  L-glutamin   0.1 กรัม 
  Glucose    2 กรัม 
  Pyruvic acid   0.11 กรัม 
  น้ํากลั่น    1 ลิตร 
ละลายสารทุกอยางในน้ํากลัน่ ผสมใหเขากัน แลวนําไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22ไมโครเมตร 
แบงใสขวดๆละ 100 มิลลิลิตร แลวเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส กอนจะใชผสม 20% FCS 
 
การเตรียมสารละลายตางๆ สาํหรับใชการเชือ่มคลอแรมเฟนิคอลกับ BSA 
 

0.1 M Phosphate buffer, pH 6 
KH2PO4   3.025 กรัม 
Na2HPO4  0.39 กรัม 
น้ํากลั่น   200  มิลลิลิตร 
ปรับ pH ใหได 6 และเติมน้าํกลั่นใหครบ 250 มิลลิลิตร 
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การเตรียมสารละลายตางๆ สาํหรับใชในการทําแอนติบอดีใหบริสุทธ์ิ 
 

1. 0.1 M  citrate buffer, pH 3.5 
citric acid  0.1  M 
Na2HPO4  0.1 M 
ไตเตรตกรดดวยดางจนได pH 3.0  แลวนําไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22 ไมโครเมตร 

 
2. 0.1 M  citrate buffer, pH 5.5 

citric acid  0.1  M 
Na2HPO4  0.1 M 
ไตเตรตกรดดวยดางจนได pH 5.5 แลวนําไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22 ไมโครเมตร 

 
3. 0.1 M  citrate buffer, pH 6.0 

citric acid  0.1  M 
Na2HPO4  0.1 M 
ไตเตรตกรดดวยดางจนได pH 6.0  แลวนําไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22 ไมโครเมตร 

 
4. 0.1 M  Phosphate buffer, pH 8  

ช่ัง  NaH2PO4    13.8 กรัม ละลายดวยน้าํกลั่น  1000  มิลลิลิตร 
ชั่ง  Na2HPO4     35.8   กรัม ละลายดวยน้าํกลั่น  1000  มิลลิลิตร 
ไตเตรตดางดวยกรด จนได pH 8 แลวจึงนําไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22ไมโครเมตร 

 
5. 1 M Tris HCl buffer, pH 9   

Tris (hydroxymethyl) aminomethane  121 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น 500 มิลลิลิตร 
HCl 1  M 
ไตเตรตดางดวยกรด จนได pH 9 แลวจึงนําไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22 ไมโครเมตร 
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การเตรียมสารละลายที่ใชวิเคราะหโปรตีนดวยวิธี Lowry 
 
สารละลายโปรตีนมาตรฐาน 
 Bovine serum albumin  1 มิลลิกรัม 
 น้ํากลั่น    1 มิลลิลิตร 
 
Working reagent 

 Reagent A: 2% Na2CO3 in 0.1 M NaOH 
1. 0.1 M NaOH 

ชั่ง  NaOH   2 กรัม ละลายดวยน้าํกลั่น  500  มิลลิลิตร 
2. 2% Na2CO3 in 0.1 M NaOH 

ชั่ง  Na2CO3   5 กรัม ละลายดวย 0.1 M NaOH     250  มิลลิลิตร 
 

 Reagent B: 0.5% CuSO4⋅5H2O in 1% trisodium citrate 
1. 1% trisodium citrate 

ช่ัง  trisodium citrate   1 กรัม  ละลายดวยน้าํกลั่น  100  มิลลิลิตร 
2. 0.5% CuSO4⋅5H2O in 1% trisodium citrate 
 ช่ัง  CuSO4⋅5H2O  0.5 กรัม  ละลายดวย 1% trisodium citrate  100  มิลลิลิตร 

 
 Reagent C: Reagent A + Reagent B 
  นํา Reagent A 20 มิลลิลิตร ผสมกับ Reagent B 0.4 มิลลิลิตร (เตรียมกอนใช) 
 
 Reagent D: Folin-Ciocalteu 
  นํา Folin-Ciocalteu 1 มิลลิลิตรละลายดวยน้ํากลั่น 1 มิลลิลิตร 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

นางสาวพรพิมล พันธุธีรานุรักษ เกิดเมื่อวนัที่ 2 กันยายน พ.ศ. 2523 ที่กรุงเทพมหานคร 
สําเร็จการศึกษาหลักสูตรวทิยาศาสตรบัณฑิต สาขาชีวเคมี คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2545 และเขาศึกษาตอหลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิตที่
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เมือ่ปการศึกษา 2546 
 
ผลงานทางวิชาการ 

Srivilai Phean-o-pas, Pornpimon Punteeranurak, Teerapong Buaboocha (2005). 
Calcium Signaling-mediated and Differential Induction of Calmodulin Gene Expression by Stress 
in Oryza sativa L. Journal of Biochemistry and Molecular Biology 38 (4):432-439. 
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