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สัญลักษณและคํายอ 

 
 AOZ    3-amino-2-oxazolidinone 

BSA    bovine serum albumin   
 CPAOZ    3-{[3-carboxyphenylmethylene]amino}-2- 

oxazolidinone 
EDC    1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide 
ELISA    enzyme linked immunosorbent assay 

 FCS    Fetal calf serum    
 FZD    furazolidone 

g    gram 
HAT     Hypoxanthine, Aminopterin และ Thymidine 

 HRP    Horseradish peroxidase   
 IC50    inhibitory concentration 50% 

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 
 MRPL    minimum required performance limit   
 MW    Molecular weight 

NPAOZ    2-nitrobenzaldehyde-3-amino-2-oxazolidinone 
OPD     O-phenylenediamine 

 OVA    Ovalbumin 
 PBS    phosphate buffer saline     
 PBS-T    phosphate buffer saline with tween20 
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PEG    polyethylene glycol 

 ppb    part per billion 
 ppm    part per million      
  SDS-PAGE   sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel  

electrophoresis 
ug    microgram 
v    volume 

 w    weight 
 %    percent  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



บทที่  1 
 

บทนํา 

1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
 

 ไนโตรฟูแรน (nitrofurans) เปนยาตานแบคทีเรียประกอบดวยสาร 4 ชนิดคือ ฟูราโซลิโดน 
(furazolidone) ฟูแรลทาโดน (furaltadone)  ไนโตรฟูแรนโทอิน (nitrofuratoin) และ ไนโตรฟูรา
โซน (nitrofurazone)   สารกลุมนี้ใชในการปองกัน และรักษาโรคระบบทางเดินอาหารซึ่งมีสาเหตุ
มาจากการติดเชื้อ Escherichia coli และ Salmonella spp. ในสัตวเล้ียงเพื่อการบริโภค เชน โค หมู 
เปด ไก ปลา และ กุง เปนตน อีกทั้งยังสามารถใชเปนสารในการกระตุนการเจริญเติบโตของสัตว  
เนื่องจากเปนสารที่กอใหเกิดโรคมะเร็งและการ กลายพันธุซ่ึงเปนอันตรายตอผูบริโภค ในป ค.ศ. 
1995 สหภาพยุโรป ประกาศหามใชสารฟูราโซลิโดนทั้งในอาหารและผลิตภัณฑเกี่ยวกับสัตว 
(Commission Regulation 1442/95) มีขอกําหนดความสามารถในการตรวจหาสารปริมาณนอยที่สุด
ที่สามารถตรวจวัดได (Minimum Required Performance Limits, MRPL) ของสารเมแทบอไลต 
(metabolite) ของไนโตรฟูแรนที่ ระดับ  1.0 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม  (Commission Decision 
2003/181) สําหรับประเทศไทย ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข (ฉบับที่ 268) พ.ศ. 2546 มีขอ
กําหนดตกคางปริมาณของสาร 3-อะมิโน-2-ออกซาโซลิดิโนน (3-amino-2-oxazolidinone; AOZ) ที่
ระดับ 0.3 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม  ดังนั้นเพื่อความปลอดภัยตอผูบริโภคและการจําหนายหรือสง
เนื้อสัตวออกไปยังตางประเทศจึงจําเปนจะตองมีวิธีตรวจวิเคราะหหาสารไนโตรฟูแรนที่มีความ
แมนยําและความไวสูง 

การตรวจวิเคราะหสารฟูราโซลิโดนโดยตรงนั้นทําไดยากเนื่องจากเมื่อสารฟูราโซลิโดนเขา
สูรางกายของสัตวจะถูกเมแทบอไลตเปน AOZ อยางรวดเร็วภายในเวลาต่ํากวา 2 ถึง 3 ชั่วโมง โดย 
AOZ ซ่ึงมีความเสถียรมากจะสรางพันธะเพปไทดกับเนื้อเยื่อ (Hoogenboom และคณะ, 1991, 1992; 
Gottschall และคณะ, 1995) สารนี้สามารถถูกสกัดออกจากเนื้อเยื่อไดโดยการใชกรดเจือจาง  
(Hoogenboom และคณะ, 1991)  แตสาร AOZ เปนสารโมเลกุลขนาดเล็กมากซึ่งไมสามารถดูดกลืน
รังสีอัลตราไวโอเลตได และถูกชะออกจากคอลัมนอยางรวดเร็ว ดังนั้นเพื่อใหสามารถตรวจ
วิเคราะหสารนี้ไดจึงจําเปนตองนําสารมาเปลี่ยนใหอยูในรูปอนุพันธ คือ 2-ไนโตรเบนแซลดีไฮด-3-
อะมิโน-2-ออกซาโซลิดิโนน (2-nitrobenzaldehyde-3-amino-2-oxazolidinone; NPAOZ) (Leitener 
และคณะ, 2001) เสียกอน การตรวจวิเคราะหอนุพันธของ AOZ สามารถตรวจวิเคราะหโดยเทคนิค
ทางเคมีไดหลายวิธี เชน high-performance liquid chromatography (HPLC) (Hoogenboom และ
คณะ, 1991) liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS) (McCracken และคณะ, 1997) 
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และ LC-MS/MS (Leitener และคณะ, 2001) ซ่ึงสามารถตรวจวิเคราะหปริมาณสารเมแทบอไลต
ของไนโตรฟูแรน ในระดับความเขมขนหนึ่งสวนในพันลานสวนในเนื้อเยื่อ การตรวจวิเคราะหทาง
เคมีนี้เปนวิธีที่ใหผลแมนยําสูง  แตเนื่องจากวิธีนี้จําเปนตองใชบุคคลากรที่มีความชํานาญในการใช
เครื่องมือ  การตรวจวิเคราะหแตละตัวอยางมีราคาสูง  อีกทั้งในการตรวจวิเคราะหจําเปนตองทําใน
หองปฏิบัติการที่มีเครื่องมือวิเคราะหเทานั้น  จึงไดมีการพัฒนาการตรวจวิเคราะหโดยอาศัยเทคนิค
ทางอิมมูโนวิทยา คือการทดสอบดวยวิธี enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) เพื่อใหการ
ตรวจวิเคราะหรวดเร็ว  มีความสามารถสูงในการคัดกรองสารตกคางไนโตรฟูแรนในเนื้อเยื่อ และมี
ความจําเพาะสูงตออนุพันธของ AOZ ปจจุบันไดมีการผลิตพอลิโคลนอลแอนติบอดี (Cooper และ
คณะ, 2004) และโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีความจําเพาะตออนุพันธของ AOZ (Vass และคณะ, 
2005) ซ่ึงยังคงจําเปนตองเปลี่ยน AOZ ใหอยูในรูปอนุพันธคือ NPAOZ ซ่ึงมีขั้นตอนการเตรียมตัว
อยางที่ยุงยากและตองใชเวลาหลายชั่วโมง  ดังนั้นจําเปนตองผลิตและพัฒนาโมโนโคลนอล
แอนติบอดีที่มีความสามารถในการตรวจหาสาร AOZ โดยไมตองเปลี่ยนใหอยูในรูปอนุพันธ 

ปจจุบันอุตสาหกรรมอาหารของไทยไดมีการขยายตัวอยางรวดเร็วจึงควรตระหนักถึงการมี
ระบบการควบคุมคุณภาพของวัตถุดิบและผลิตภัณฑอาหารที่ผลิตได    เพื่อใหเกิดความเชื่อมั่นดาน
ความปลอดภัยและคุณภาพของอาหารที่สงออกหรือนําเขาและที่บริโภคภายในประเทศ จึงจําเปน
ตองมีกระบวนการตรวจสอบที่มีประสิทธิภาพและเหมาะสม ซ่ึงการใชวิธีการตรวจสอบโดยวิธี 
ELISA เปนอีกวิธีหนึ่งที่มีความรวดเร็วและมีประสิทธิภาพในการตรวจหาสารตกคาง    ดังนั้นใน
การวิจัยคร้ังนี้จึงมีวัตถุประสงคที่จะเตรียมเซลลไฮบริโดมาที่สามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี
ที่จําเพาะตอ AOZ  เพื่อจะนําไปใชในการพัฒนาและผลิตเปนชุดตรวจหาสารดังกลาวในเนื้อสัตวได
ตอไป 

 

1.2  วัตถุประสงคของการวิจัย 
 

1.  เตรียมเซลลไฮบริโดมาที่สามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอ AOZ 
2. ศึกษาลักษณะสมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ได 

1.3  ขอบเขตและวิธีดําเนินการวิจัย 
 
 1. คนควาเอกสารและขอมูลที่เกี่ยวของ 
 
 2. เตรียมอนุพันธของ AOZ ในรูปของ 3-(3-คารบอกซิเฟนิลเมธิลีนอะมิโน)-2-ออกซาโซลิ
ดิโนน (3-{[3-carboxyphenyl methylene]amino}-2-oxazolidinone; CPAOZ) 
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3. เตรียมสารเชื่อมตอระหวาง  CPAOZ และ AOZ กับโปรตีนพาหะตางๆ 
 

 4. กระตุนระบบภูมิคุมกันของหนูทดลองโดยใช cBSA-CPAOZ  และ BSA-AOZ  
 
 5. เตรียมเซลลไฮบริโดมาที่มีความสามารถในการสรางแอนติบอดี 
 
 6. คัดเลือกเซลลไฮบริโดมาที่สรางโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ NPAOZ และ AOZ โดย
วิธี ELISA 
 
 7. ทดสอบลักษณะสมบัติเบื้องตนของแอนติบอดีที่ได 
 
  7.1 การทําใหบริสุทธิ์ โดยใชโปรตีนเอ (Protein A affinity column) 
   
  7.2 หาไอโซไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดโดยใชชุดตรวจสอบไอโซ
ไทป (isotyping kit บริษัท Sigma Aldrich, USA) 

 
  7.3 การทดสอบการทําปฏิกิริยาขาม (cross reactivity) กับสารในกลุมไนโตรฟูแรน  
สารอนุพันธของไนโตรฟูแรน และสารปฏิชีวนะอื่นๆ เชน คลอแรมฟนิคอล เคลนบูเทอรอล เพนนิ
ซิลิน เอนโรฟอกซาซิน เปนตน โดยวิธี competitive ELISA 
  
  7.4 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดโดยวิธี ELISA 
   
 8. วิเคราะหขอมูล  สรุปผล และเขียนวิทยานิพนธ  

1.4  ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 
 

ไดเซลลไฮบริโดมาที่ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีความจําเพาะตอ NPAOZ และ 
AOZ 

 

 



บทที่  2 

ปริทรรศนวรรณกรรม 

2.1 แนวคิดและทฤษฎี 
 

2.1.1 สารไนโตรฟูแรน  
 สารไนโตรฟูแรน (nitrofurans) เปนสารปฏิชีวนะที่สังเคราะหขึ้นเพื่อใชในการ

ปองกันและรักษาโรคระบบทางเดินอาหารซึ่งมีสาเหตุมาจากการติดเชื้อแบคทีเรีย เชน Escherichia 
coli, Salmonella spp., Staphylococci  spp., Shigella  spp., Proteus  spp., Aerobacter aerogenes, 
Vibrio cholerae และ Giardia lamblia เปนตน ในสัตวเล้ียงเพื่อการบริโภค เชน โค หมู เปด ไก ปลา 
และ กุง เปนตน อีกทั้งสารไนโตรฟูแรนยังสามาถนํามาใชเพื่อกระตุนการเจริญของสัตวเพื่อการ
บริโภคได สารไนโตรฟูแรนประกอบดวยสาร 4 ชนิด ไดแก ฟูราโซลิโดน (furazolidone) ฟูแรลทา
โดน (furaltadone) ไนโตรฟูแรนโทอิน (nitrofurantoin) และ ไนโตรฟูราโซน (nitrofurazone) สาร
กลุมนี้เมื่อเขาในรางกายจะถูกเมแทบอไลซเปล่ียนใหอยูในอีกโครงสรางหนึ่ง (ดังรูปที่ 1) อยางรวด
เร็วภายในเวลาต่ํากวา 2 ถึง 3 ช่ัวโมง ซ่ึงโครงสรางของสารที่ถูกเมแทบอไลซนี้มีความเสถียรอยาง
มากเนื่องจากสามารถสรางพันธะเพปไทดกับเนื้อเยื่อสวนตางๆได (Hoogenboom และคณะ, 1991, 
1992; Gottschall และคณะ, 1995) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

รูปที่ 2.1 โครงสรางของสารไนโตรฟูแรนและเมแทบอไลซของสารในกลุมไนโตรฟูแรน 

สารไนโตรฟูแรน เมแทบอไลซของไนโตรฟูแรน 
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2.1.2 สารฟูราโซลิโดน 
  สารฟูราโซลิโดน ชื่อทางเคมีคือ 3-[(5-nitro-2-furyl)methylideneamino] 
oxazolidin-2-one  มีสูตรทางเคมีคือ C8H7N3O5  เปนสารที่มีลักษณะเปนผงสีเหลืองเขม มีน้ําหนัก
โมเลกุลเทากับ 225.158 กรัมตอโมล  จุดหลอมเหลวเทากับ 255 องศาเซลเซียส ความสามารถใน
การละลายในน้ําเทากับ 40 มิลลิกรัมตอลิตร 
 

2.1.2.1 เมแทบอไลซของสารฟูราโซลิโดน 
   สารฟูราโซลิโดนเมื่อเขาสูในรางกายจะถูกเปลี่ยนเปน 3-อะมิโน-2-ออก
ซาโซลิดิโนน (AOZ) อยางรวดเร็ว จากการทดลองทั้ง in vivo และ in vitro โดยใชสารฟูราโซลิโดน
ติดฉลากกับสารกัมมันตรังสี (Hoogenboom และคณะ ,1991, 1992) หลังจากสกุรไดรับสารภายใน
ระยะเวลา 36 ช่ัวโมง ปริมาณสารฟูราโซลิโดนลดลงมากกวา 50 เปอรเซ็นต และมากกวา 70 
เปอรเซ็นตของ  AOZ  พบที่เนื้อเยื่อสวนตางๆ  ทั้งใน ตับ  และไต  อีกทั้งยังสามารถตรวจหา AOZ 
รูปอิสระในเลือดของสุกรที่ไดรับสารฟูราโซลิโดนปริมาณมากกวา 0.3 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ขั้น
ตอนการเมแทบอไลซของสารฟูราโซลิโดนในสุกร ดังรูปที่ 2.2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.2 เมแทบอไลซของสารฟูราโซลิโดนในสุกร 
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2.1.2.2 กลไกการทํางานของสารฟูราโซลิโดน 
 
    2.1.2.2.1 การยับยั้งเอนไซมโมโนเอมีน ออกซิเดส (Monoamine oxidase 
inhibitor, MAOi) 

จากรูปที่ 2.2 เมื่อฟูราโซลิโดนถูกเมแทบอไลซเปน 3-อะมิโน-2-
ออกซาโซลิดิโนน และ บีตา ไฮดรอกซิเอททิลไฮดราซีน เมแทบอไลซหลักทั้งสองนี้มีสมบัติในการ
ยับยั้งเอนไซมโมโนเอมีนออกซิเดส (Monoamine oxidase, MAO) ขณะที่สารฟูราโซลิโดนเองไมมี
สมบัติเปน MAOi ในหนูที่ไดสารฟูราโซลิโดนทางปากขนาด 50 มิลลิกรัม/กิโลกรัม สามารถยับยั้ง
เอนไซม MAO ได 81 เปอรเซ็นต ในตับ (Stern และคณะ, 1967)  และที่ความเขมขนสูง 500 
มิลลิกรัม/กิโลกรัม สามารถยับยั้งเอนไซมไดถึง 95 เปอรเซ็นต ทั้งในตับและสมองของหนู (Palm 
และคณะ, 1967) จากการศึกษาผล MAOi ตอเซลลตับของสุกร (Hoogenboom และคณะ, 1991) พบ
วาเมแทบอไลซของฟูราโซลิโดนทั้งสองสามารถยับยั้งเอนไซม MAO ไดแบบไมสามารถผันกลับ
ได ในมนุษยใชฟูราโซลิโดนยับยั้งเอนไซม MAO เพื่อรักษาอาการไมอยากอาหาร พักผอนไมเพียง
พอ อาการนอนไมหลับ เปนตน (Palm และ Magnus, 1968) 

 
   2.1.2.2.2 การยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย 
    เมื่อฟูราโซลิโดนเขาสูรางกายจะถูกเมแทบอไลซเปน 3-อะมิโน-
2-ออกซาโซลิดิโนน ซ่ึงสามารถยับยั้งการติดเชื้อแบคทีเรียไดโดย 3-อะมิโน-2-ออกซาโซลิดิโนน 
จะทําใหเกิดการเชื่อมกันระหวางสายเกลียวคูของดีเอ็นเอ ทําใหเชื้อแบคทีเรียไมสามารถเกิดการ
ถอดรหัสและแปลรหัสดีเอ็นเอได สงผลใหไมสามารถสังเคราะหอารเอ็นเอ และเพ็ปไทดได สุดทาย
เชื้อแบคทีเรียไมสามารเจริญได ใน Vibrio cholerae 3-อะมิโน-2-ออกซาโซลิดิโนน จะยับยั้งดีเอ็นเอ
ในสวนการสรางฟลาเมนต (filament) ทําใหเชื้อขาดสมบัติในการติดเชื้อเขาสูเซลล (Chaterjee และ 
Raychaudhuri,1971; Raychaudhuri และคณะ,1970) 

   
 2.1.2.3 ผลกระทบของสารฟูราโซลิโดน 

 
  2.1.2.3.1 ผลกระทบตอตอมหมวกไตและตอมไธรอยด 

    Bartlet และ Khan (1990) รายงานผลกระทบของสารฟูราโซลิ
โดนตอตอมหมวกไตของไกที่ไดรับสารขนาด 200 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม พบวาการทํางานของ
เอนไซม aspartate aminotransferase (AST) ในชั้นสวนนอกของไตลดลง 50 เปอรเซ็นต และเพิ่ม
การทํางานของเอนไซม AST ในพลาสมา จากการศึกษาดังกลาวจึงสามารถนํามาชวยรักษาอาการ 
Cushing's syndrome หรือ อาการมีน้ําคัดหล่ังจากเปลือกตอมหมวกไตมากเกินปกติ ซ่ึงขนาดของยา
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ที่สามารถความคุมอาการ Cushing's syndrome ไดอยูที่ 0.04  เปอรเซ็นตของน้ําหนักโดยน้ําหนัก  
ถึงอยางไรก็ตามฟูราโซลิโดนจะถูกเปลี่ยนเปนเมแทบอไลซที่เปนพิษโดยไซโทโครม P450 ซ่ึงมี
เอนไซมออกซิเดสประกอบอยูในไมโทคอนเดรียสวนชั้นนอกของไต เมแทบอไลซนี้จะเปนพิษตอ
เซลลของไต  จากการศึกษาผลของสารฟูราโซลิโดนตอความเขมขนของคอรทิโคสเทอโรน 
(corticosterone) ซ่ึงเปนสเตียรอยดฮอรโมนชนิดหนึ่งพบที่เปลือกหมวกไต (Bartlet และ คณะ 
1990) พบวาเมื่อไดรับสารฟูราโซลิโดนขนาด 0.04 เปอรเซ็นตของน้ําหนักโดยน้ําหนัก เปนเวลา 10 
วัน ระดับของฮอรโมนคอรทิโคสเทอโรนจะเพิ่มขึ้น การเพิ่มขึ้นของฮอรโมนนี้จะมีผลตอการ
กระตุนการสังเคราะหทางชีวภาพในตอมหมวกไต และชักนําการทํางานของเอนไซมออกซิเดส
ตางๆในตับ จากผลดังกลาวเปนสาเหตุทําใหเกิดอาการไมตองการรับประทานอาหาร และทําใหการ
เจริญลดลง (Jager และคณะ, 1994) 
 
   2.1.2.3.2 ผลกระทบตออนุมูลอิสระและสารตานอนุมูลอิสระ 
    จากการศึกษาการไดรับสารฟูราโซลิโดนขนาด 75 150 หรือ 300 
มิลลิกรัมตอกิโลกรัม โดยทางปากจะทําใหปริมาณของกลูทาไทโอน (Glutathione-SH ,GSH) และ 
กรดแอสคอบิค (ascorbic acid) หรือวิตามินซี ลดลงตามปริมาณของสารฟูราโซลิโดนที่ไดรับ และ
ทําใหเกิดไลพิดเพอรออกซิเดชั่น (lipid peroxidation) เพิ่มมากขึ้นในเนื้อเยื่อของหนู ( Ali, 1992 ) 
การเกิดไลพิดเพอรออกซิเดชั่นทําใหเกิดซูเปอรออกไซด (superoxides) และ
ไฮโดรเจนเพอรออกไซด (hydrogen peroxide) ซ่ึงมีผลตอการทําลายเนื้อเยื่อตางๆได (Stroo และ 
Schaffer, 1989) 
 

  2.1.2.3.3 ผลกระทบตอการกลายพันธุ 
    ไนโตรฟูแรนเปนสารกอใหเกิดการกลายพันธุอยางแรง จากการ
ทดสอบสารฟูราโซลิโดนตอการเกิดกลายพันธุของแบคทีเรีย Salmonella typhimurium และ
Escherichia coli  โดยใชวิธีทดสอบ Ames test และ SOS-chromotest  (Gajewska และคณะ, 1990; 
Basak, 1995) ผลที่ไดคือเชื้อแบคทีเรียที่ใชทดสอบเกิดการกลายพันธุ นอกจากนี้มีรายงานความเขม
ขนของฟูราโซลิโดนที่ 0.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร สามารถยับยั้งการสังเคราะหดีเอ็นเอ และขณะ
เดียวกันยังสามารถกระตุนการสังเคราะหอารเอ็นเอที่เกี่ยวของกับการเกิดฟลาเมนของเซลล Vibrio 
cholerae (Chatterjee และ Raychaudhuri, 1971; Raychaudhuri และคณะ, 1970) ดีเอ็นเอของฟาจ 
149 คลอเรลา มีความไวอยางสูงตอการยับยั้งของฟูราโซลิโดน (Chatterjee และ Maiti, 1973) การ
ยับยั้งการสังเคราะหดีเอ็นเอ เกิดโดยเมแทบอไลซของสารฟูราโซลิโดนเมื่อเขาสูเซลลเมแทบอไลซ
นี้จะไปเชื่อมระหวางสายเกลียวคูของดีเอ็นเอ ทําใหเกิดการสังเคราะหดีเอ็นเอผิดปกติสงผลใหเกิด
การกลายพันธุไดทั้งแบบ transition และ transversion (Chatterjee และ Ghosh, 1979; Raychaudhuri 
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และคณะ, 1970)  Banerjee และ Chatterjee (1984) ไดทําการศึกษาผลกระทบของฟูราโซลิโดนตอ
การเกิดกลายพันธุของเซลล Vibrio cholerae ตอการตานยาปฏิชีวนะ streptomycin ผลที่ไดคือสารฟู
ราโซลิโดนสามารถชักนํายีนที่มีความไวตอ streptomycin (Str-s)  ของเชื้อ Vibrio cholerae 
OGAWA 154 ใหเกิดการกลายพันธุเปล่ียนไปเปนยีนที่มีความสามารถตาน streptomycin (Str-r) ได 
โดยที่ความถี่ในการเกิดการกลายพันธุจะเพิ่มขึ้นที่ความเขมขนของสารฟูราโซลิโดน 7 ไมโครกรัม
ตอมิลลิลิตร 
 

2.1.3 การตรวจวิเคราะหสารฟูราโซลิโดน 
  การตรวจวิเคราะหสารฟูราโซลิโดนโดยตรงในสัตวนั้นทําไดยาก เนื่องจากสารฟู
ราโซลิโดนจะถูกเมแทบอไลซเปน AOZ อยางรวดเร็วภายในเวลาต่ํากวา 2 ถึง 3 ช่ัวโมง เมื่อเขาสู
รางกาย และสรางพันธะเพปไทดกับเนื้อเยื่อ (Hoogenboom และคณะ, 1991, 1992; Gottschall และ
คณะ, 1995)  (ดังรูปที่ 2.2) สาร AOZ นี้มีความเสถียรอยางมากและสามารถสกัดออกจากเนื้อเยื่อ
โดยการใชกรดเจือจางได (Hoogenboom และคณะ, 1991)  อยางไรก็ตามการตรวจวิเคราะหสาร 
AOZ นี้ก็ยังคงทําการตรวจไดยากเนื่องจาก สาร AOZ เปนสารโมเลกุลขนาดเลก็มากซึ่งไมสามารถ
ดูดกลืนรังสีอัลตราไวโอเลตได และถูกชะออกจากคอลัมนอยางรวดเร็วเมื่อทําการวิเคราะหโดยวิธี
ผานคอลัมน ดังนั้นเพื่อใหสามารถตรวจวิเคราะหสาร AOZ นี้ได จึงจําเปนตองทําการเปลี่ยนแปลง
ใหอยูในรูปของอนุพันธ คือ 2-ไนโตรเบนแซลดีไฮด-3-อะมิโน-2-ออกซาโซลิดิโนน (2-
nitrobenzaldehyde-3-amino-2-oxazolidinone; NPAOZ) (Leitner และคณะ, 2001) เสียกอน ดังรูปที่ 
2.3 
 
 
  
 
 
 
 

รูปที่ 2.3 แสดงการเปลี่ยนอนุพันธของ AOZ เปน NPAOZ 
 
  2.1.3.1 การตรวจวิเคราะหอนุพันธของสาร AOZ โดยวิธีทางเคมี 
   การตรวจวิเคราะหอนุพันธุของสาร AOZ โดยวิธีทางเคมี เปนวิธีที่มีประ
สิทธิภาพสูง เนื่องจากมีความไว ความจําเพาะ และความแมนยําสูง การตรวจวิเคราะหอนุพันธสาร
ดังกลาวโดยวิธีทางเคมีสามารถทําไดหลายวิธี และมีขีดความสามารถในการตรวจหา (limit of 
detection, LOD) แตกตางกัน สรุปไดดังตารางที่ 2.1 

NH2
N O

O NO2

N
N O

O
NO2

H

O

2-nitrobenzaldehyde
(2-NBA) 

3-amino-2-oxazolidinone 
(AOZ) 

2-nitrobenzaldehyde-3-
amino-2-oxazolidinone 

(NPAOZ) 

+ 
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ตารางที่ 2.1 การตรวจวิเคราะหอนุพันธของสาร AOZ โดยวิธีทางเคมี 
 

เทคนิค 
ขีดความสามารถใน
การตรวจ (LOD) 

(นาโนกรัมตอกรัม) 
ตัวอยาง เอกสารอางอิง 

HPLC-UV - ตับ,ไต,กลามเนื้อ 
Hoogenboom และคณะ, Food 
Additives and Contaminants, 

(1992), 9, 623-630 

LC-MS 10 ตับ,กลามเนื้อ 
McCracken และ Kennedy, 

Journal of  Chromatography 
B,(1997), 691, 87-94 

LC-MS-MS 0.5-5 เนื้อเยื่อ 
Leitner  และคณะ, Journal of  

Chromatography A, (2001) , 939 
49-58 

HPLC-UV - ตับ Conneely และคณะ, Analyst, 
(2002), 127, 705-709 

    
การตรวจวิเคราะหโดยวิธีการทางเคมีนี้ใหผลที่แมนยําสูง แตมีขีดจํากัด

หลายอยางคือ การตรวจวิเคราะหแตละตัวอยางทําไดนอยตัวอยางและมีราคาสูง  ในการตรวจ
วิเคราะหจําเปนตองทําในหองปฏิบัติการเทานั้น เครื่องมือที่ใชในการตรวจวิเคราะหมีราคาแพง 
และการดูแลรักษาเครื่องมือมีคาใชจายสูง อีกทั้งจําเปนตองใชบุคคลากรที่มีความชํานาญในการใช
เครื่องมือตรวจวิเคราะห 
 
  2.1.3.2 การตรวจวิเคราะหอนุพันธของสาร AOZ โดยวิธีเอนไซมลิงคอิมมูโนซอร
เบนตแอสเสย (enzyme-linked immunosorbent assay ; ELISA) 
   การตรวจวิเคราะหอนุพันธของสาร AOZ โดยวิธี ELISA อาศัยการจับกัน
อยางจําเพาะระหวางแอนติเจนกับแอนติบอดี เปนวิธีมีความไวและความจําเพาะอยางสูง เปนวิธีที่
เหมาะสําหรับการตรวจคัดเลือกเบื้องตน เนื่องจากสามารถตรวจวิเคราะหตัวอยางไดหลายตัวอยาง
ในครั้งเดียวกัน มีราคาถูกเมื่อเปรียบเทียบกับการตรวจวิเคราะหโดยวิธีทางเคมี ไมจําเปนตองทําใน
หองปฏิบัติการ คาใชจายในการดูแลรักษาเครื่องมือมีราคาถูก  ปจจุบันมีรายงานการผลิตพอลิโคล
นอลแอนติบอดี โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตออนุพันธของสาร AOZ หรือ NPAOZ เพื่อใช
ในการพัฒนาการตรวจวิเคราะห NPAOZ โดยวิธี ELISA พอสรุปไดดังตารางที่ 2.2 
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ตารางที่ 2.2 การตรวจวิเคราะหอนุพันธของสาร AOZ โดยวิธี ELISA 
 

ความสามารถในการตรวจ 
(นาโนกรัม/มิลลิลิตร) ตัวอยาง เอกสารอางอิง หมายเหตุ 

65 (IC50) - Analytica chimica 
Acta,(2004),520, 79-86 

โพลิโคนอล
แอนติบอดี 

0.52-1.15(IC50) - Vet. Med. Czech,(2005), 50, 
300-310 

โมโนโคลนอล
แอนติบอดี 

0.4 เนื้อกุง, เปด ไก, 
วัว และ สุกร 

Analytica chimica 
Acta,(2005),540, 285-292 

โมโนโคลนอล
แอนติบอดี 

0.1 เนื้อสัตว ปลา 
ไข และนม 

0.2 ตับ และกุง 
RIDASCREEN ชุดตรวจ ELISA 

0.6 (สกัดในบัฟเฟอร) 
0.3 (สกัดในตัวทําละลาย) 
0.3 (สกัดดวยเฟสของแข็ง) 

ไข Vet. Med. Czech,(2006), 
51,248-257 

โมโนโคลนอล
แอนติบอดี 

หมายเหตุ   IC50  หมายถึง คาความเขมขนที่สามารถยับยั้งได 50 เปอรเซ็นต 
 
2.1.3.3 ขอกําหนดในการตรวจหาสารตกคางไนโตรฟูแรน 

สารไนโตรฟูแรนเปนสารที่ใหเกิดการกลายพันธุในเชื้อแบคทีเรีย ซ่ึงเปน
สาเหตุกอใหเกิดการดื้อยาในเชื้อแบคทีเรีย และมีรายงานวาเมแทบอไลซของสารไนโตรฟูแรนอาจ
กอใหเกิดมะเร็งได ซ่ึงเปนอันตรายตอผูบริโภค ดังนั้น คณะกรรมการอาหารระหวางประเทศ 
(Codex Alimentarius Commision) และ สหภาพยุโรป จึงมีประกาศหามใชสารไนโตรฟูแรน และ
ตองไมพบสารไนโตรฟูแรนในผลิตภัณฑเพื่อการบริโภคเปนอันขาด ดังนั้นจึงไมสามารถกําหนดคา
ปริมาณสูงสุดของสารตกคางที่ยอมรับใหมไีดในผลิตผลเกษตร (Maximum Residue Limits; 
MRLs) แตเพื่อเปนหลักใหยึดถือในการปฏิบัติใหเกิดความปลอดภัยแกผูบริโภคและชวยใหการ
ดําเนินธุรกิจเปนไปไดอยางตอเนื่อง ทางสหภาพยุโรปจึงไดกําหนดคาปริมาณต่ําสุดที่กําหนดให
ตองแสดง (Minimum Required Performance Limits ; MRPL) รวมทั้งประเทศไทยดวย ซ่ึงแตละ
ประเทศไดกําหนดคา MRPL แตกตางกันดังแสดงไดในตารางที่ 2.3 
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ตารางที่ 2.3 คา MPRL ของเมแทบอไลซของฟูราโซลิโดน แตละประเทศ 
 

ประเทศ คา MPRL 
(นาโนกรัม/มิลลิลิตร) หมายเหตุ 

RIKIT, 
เนเธอรแลนด 

0.5 ขอมูลปรับปรุงเมื่อเดือนมกราคม 2546 เปล่ียน
จาก 1.0 เปน 0.5 นาโนกรัม/มิลิลิตร 

DARDNI, 
อังกฤษ 

1.0 ขอมูลปรับปรุงเมื่อวันที่ 29มกราคม 2546 
เปล่ียนจาก 0.3 เปน 1.0 นาโนกรัม/มิลิลิตร 

เยอรมัน 0.5  

ฝร่ังเศส 0.1-0.5 คา MRPL ขึ้นอยูกับขีดจํากัดในการตัดสินใจ 
(Decision limit; CCα) 

เบลเยียม 1.0  
อิตาลี 1.0  

สหรัฐอเมริกา 5.0  
ญี่ปุน 30.0  

ไทย 0.3 ขอมูลจากประกาศของคณะกรรมการอาหาร
และยาประเทศไทย 

 
2.1.3.4 การสํารวจความเปนไปไดในการตรวจพบสารเมแทบอไลซของไนโตร

ฟูแรนในผลิตภัณฑอาหาร 
จากการสํารวจสารตกคางของสารเมแทบอไลซไนโตรฟูแรนในผลิต

ภัณฑอาหารภายในประเทศและผลิตภัณฑนําเขาแสดงไดดังตารางที่ 2.4 
 

 ตารางที่ 2.4 สารตกคางเมแทบอไลซไนโตรฟูแรนในผลิตภัณฑอาหาร 
 

ชนิดของสวนผสม ความเขมขน เมแทบอไลซไนโตรฟูแรน 
(ไมโครกรัม/กิโลกรัม) 

1. ผลิตภัณฑภายในประเทศ  
   พริกไทยขาว SEM = 47.5 
   ไขแดง AOZ = 2.7 
   แปงสาลี SEM = 0.47 
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ตารางที่ 2.4 (ตอ) สารตกคางเมแทบอไลซไนโตรฟูแรนในผลิตภัณฑอาหาร 
 

ชนิดของสวนผสม ความเขมขน เมแทบอไลซไนโตรฟูแรน 
(ไมโครกรัม/กิโลกรัม) 

1. ผลิตภัณฑภายในประเทศ(ตอ)  
   เศษขนมปง SEM = 0.27 
   สวนผสมแปงเคกสําเร็จรูป SEM = 0.23 
2. ผลิตภัณฑนําเขา  
   คาราจีแนน SEM = 255 
   ผงไขขาว (ไขไก) AMOZ = 5.89, SEM = 3.31 
   ผงไขแดง AOZ = 34 
   เศษขนมปง AMOZ = 1.47, SEM = 3.31 
   ผงโปรตีน แยกจากโปรตีนถ่ัวเหลือง SEM = 0.57 
   ผงไขขาว AOZ = 0.07 
แหลงที่มา  กรมการพัฒนาดานปศุสัตว ประเทศไทย เดือนกันยายน พ.ศ. 2545 (Department of  
Livestock Development, DLD) 
 

2.1.3.5 ผลกระทบดานเศรษฐกิจ 
ประเทศไทยมีรายไดจากการสงออกผลิตภัณฑเกษตรและอาหารแปรรูป

เปนอันสอง และใหญเปนอันดับที่ 7 ในการผลิตผลิตภัณฑเกี่ยวกับสัตวปก  ตลาดในการสงออก
ของประเทศไทยสวนใหเปนประเทศญี่ปุน และสหภาพยุโรป ปจจุบันประเทศไทยมีรายไดการสง
ออกจากไปยังสหภาพยุโรปลดลง เนื่องจากปญหาเรื่องสารตกคางโดยเฉพาะสารไนโตรฟูแรนจึงทํา
ใหรัฐบาลตองสูญเสียงบประมาณในการแกปญหาเรื่องสารตกคางประมาณ  7.2 ลานดอลลาร ดัง
นั้นเพื่อลดปญหาสารตกคางในผลิตภัณฑสงออก จึงควรมีการตรวจหาสารตกคางกอนที่จะสงออก
ไปยังตางประเทศ  
 

2.1.4   การตรวจสารตกคางโดยใชการทดสอบทางอิมมูโนวิทยา 
การตรวจหาสารตกคางโดยใชการทดสอบทางอิมมูโนวิทยาเปนวิธีที่สะดวก รวดเร็ว 

ราคาถูก และสามารถตรวจหาสารในตัวอยางปริมาณมากได โดยอาศัยการทําปฏิกิริยากันระหวาง
โมเลกุล 2 ชนิดคือ แอนติเจนและแอนติบอดี  
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2.1.4.1  แอนติเจน 
แอนติเจน คือสารที่สามารถทําใหตัวรับของอิมมูโนโกลบูลินของ B cells เกิด 

แอนติเจน-แอนติบอดี คอมเพลกซ (Ag-Ab complex) หรือ ตัวรับของ T cells (T cells receptor) ทํา
ใหเกิดโครงสรางซับซอนระหวางแอนติเจนกับ MHC (TCR-Ag-MHC complex) แลวสามารถจดจํา
สารนั้นได สมบัติของของสารที่จะเปนอิมมูโนเจนที่ดีไดตองมีองคประกอบตางๆ ไดแก การเปนสิ่ง
แปลกปลอม (foreigness) ขนาดของโมเลกุล  โครงสรางของสาร และเปนสารซึ่งสามารถถูกยอยให
สลายได 

เอพิโทป (epitope หรือ antigenic determinant) คือตําแหนงยอย ๆ บนแอนติเจนที่
สามารถ ทําปฏิกิริยากับแอนติบอดีที่จําเพาะ  แอนติเจน 1 โมเลกุลจะมีเอพิโทปไดมากมายและ
แอนติเจนชนิดหนึ่ง ๆ จะมีเอพิโทปบนโมเลกุลไมเทากัน 
  แฮปเทน (hapten) หมายถึงแอนติเจนที่มีขนาดเล็กมากและมีสมบัติไมครบถวน คือ
มีความจําเพาะกับแอนติบอดี แตไมสามารถชักนําใหสรางแอนติบอดีได แตถาแฮปเทนจับกับสารที่
มีโมเลกุลใหญกวาที่เรียกวา พาหะ (carrier)  จะสามารถชักนําใหสรางแอนติบอดีได 
 
 2.1.5 แอนติบอดี (antibody) 
  แอนติบอดี คือ ไกลโคโปรตีน (glycoprotein) ที่ประกอบดวยพอลิเพปไทด 82 – 
96 เปอรเซ็นต และคารโบไฮเดรต 4 – 18 เปอรเซ็นต  เกิดจากการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันตอ 
antigenic determinant หรือ  เอพิโทปที่แปลกปลอม และจะทําปฏิกิริยาจําเพาะตอเอพิโทปนั้นเทา
นั้น  ซ่ึงผลจากปฏิกิริยานี้จะกําจัดสารพิษ จุลินทรีย ปรสิต และสารแปลกปลอมอื่น ๆ ออกจากราง
กายได แอนติบอดีสวนใหญอยูในซีรัมสวนแกมมาโกลบูลิน (gamma globulin)  ถานําซีรัมของคน
ปกติมาแยกดวยกระแสไฟฟา (electrophoresis) จะแบงโปรตีนออกไดเปน 5 สวนใหญ ๆ  คือ อัลบู
มิน และ โกลบูลินอีก 4 สวน คือ แอลฟา 1 (α1) แอลฟา 2 (α2) บีตา (β) และ แกมมา (γ) เนื่องจาก
แอนติบอดีเปนโกลบูลินที่ทําหนาที่เกี่ยวกับภูมิคุมกันของรางกาย จึงเรียกวา อิมมูโนโกลบูลิน 
(immunoglobulin, Ig)  แอนติบอดีหรืออิมมูโนโกลบูลิน เปนผลผลิตของพลาสมาเซลล (plasma 
cell) และลิมโฟไซต (lymphocyte) ไมเพียงพบแตในซีรัมเทานั้น ยังพบในสวนน้ําอื่น ๆ ของรางกาย 
และในเนื้อเยื่อ เชน ปสสาวะ  น้ําไขสันหลัง  น้ํานม  น้ําลาย  น้ําตา  ตอมน้ําเหลือง  มาม  และนอก
จากนี้ยังพบบนผิวของ บี ลิมโฟไซต (B-lymphocyte) ดวย  

  โครงสรางพื้นฐานของอิมโมโนโกลบูลิน 1 โมเลกุล (monomer)  แสดงในรูปที่ 
2.4 ประกอบดวยสายพอลิเพปไทด 4 สาย คือ  heavy (H) chain 2 สายที่เหมือนกันมีน้ําหนัก
โมเลกุลประมาณ 50,000-77,000 ดาลตัน และ light (L) chain 2  สายที่เหมือนกันมีน้ําหนักโมเลกุล
ประมาณ 25,000 ดาลตัน เชื่อมตอกันดวยพันธะไดซัลไฟด (disulfide bond) แรงยึดนี้สามารถแยก
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ออกจากกันไดดวยสารเมอรแคปโทเอทานอล (mercaptoethanol)  ปลายขางหนึ่งของสายพอลิเพป
ไทด เรียก NH2 หรือ amino terminal สวนปลายอีกขางหนึ่งเรียกวา  COOH หรือ carboxy terminal  
โดยทุกสายจะหันปลายขาง NH2 หรือ COOH ไปทางเดียวกัน โดยอาศัยความแตกตาง H chain 
สามารถแบงอิมมูโนโกลบูลิน ไดเปน 5 ไอโซไทป  คือ  IgG  IgA  IgM  IgD และ IgE    ซ่ึงมี H 
chain ชนิด γ  α  µ  δ และ ε  ตามลําดับ H chain ของอิมมูโนโกลบูลินแตละไอโซไทปมีความแตก
ตางกันในน้ําหนักโมเลกุล  สวนประกอบของคารโบไฮเดรต  antigenic determinant  สมบัติทางชีว
ภาพ และการเคลื่อนที่เมื่อทําอิเล็กโทรฟอเรซิส เชนเดียวกันสามารถแบง L chain ออกไดเปน 2 type  
คือ แคปปา (k)  และ  แลมปดา (λ) 

 

                  

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.4  โครงสรางพื้นฐานของอิมมูโนโกลบูลิน (Richard A. Goldsby และคณะ, Immunology, 
2003, หนา 77) 

 
2.1.6 โมโนโคลนอลแอนติบอดี (monoclonal antibody) 

โมโนโคลนอลแอนติบอดี (monoclonal antibody) คือ แอนติบอดีที่สรางจากกลุม
พลาสมาเซลลซ่ึงกําเนิดมาจาก บี ลิมโฟไซต (B lymphocyte) เซลลเดียว ทําใหทุกโมเลกุลของ
แอนติบอดีเหลานี้มีสมบัติเหมือนกันทุกประการ ทั้งในดานความจําเพาะตอเอพิโทปของแอนติเจน 
และในดานชนิดของ heavy chain และ light chain ของอิมมูโนโกลบูลิน ซ่ึงเปนตัวกําหนดสมบัติ
ทางชีวภาพของแอนติบอดีชนิดนั้น แตในภาวะปกติรางกายจะสรางแอนติบอดีหลาย ๆ ชนิดรวมกัน 
ซ่ึงรวมกันเรียกวา พอลิโคลนอลแอนติบอดี (polyclonal antibody) 
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2.1.6.1  ความแตกตางระหวางโมโนโคลนอลแอนติบอดีและพอลิโคลนอล
แอนติบอดี 
  เมื่อมองในระดับโมเลกุลแลว พอลิโคลนอลแอนติบอดี คือโมโนโคลนอล
แอนติบอดีหลายๆ ชนิดรวมกัน ซ่ึงเกิดขึ้นตามธรรมชาติในรางกายของมนุษยหรือสัตวเมื่อไดรับ
การกระตุนโดยแอนติเจน แอนติบอดีทั้งสองชนิดนี้มีความแตกตางกัน 4 ประการหลัก  

• แหลงกําเนิดและวิธีการผลิต 
 โมโนโคลนอลแอนติบอดี ไมวาจะผลิตจากวิธี somatic hybridization หรือ
โดยวิธีทางพันธุวิศวกรรมก็ตาม ตองอาศัยเทคโนโลยีจําเพาะ และตองใชขบวนการทางหองปฏิบัติ
การที่ซับซอน ซ่ึงขั้นตอนเหลานี้มีคาใชจายสูงเมื่อเทียบกับการผลิตพอลิโคลนอลแอนติบอดี ซ่ึง
ผลิตโดยการกระตุนระบบภูมิคุมกันของคนหรือสัตวทดลองดวยแอนติเจน ใหสรางแอนติบอดีที่
ตองการออกมาในกระแสเลือด หลังจากนั้นจึงแยกแอนติบอดีออกจากซีรัม การผลิตพอลิโคลนอล
แอนติบอดี จึงมีคาใชจายนอยกวาและทําไดงายกวา อยางไรก็ตามพอลิโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตใน
สัตวตางชนิดหรือแมแตในสัตวชนิดเดียวกันแตคนละตัวกันก็อาจไดแอนติบอดีที่แตกตางกันทั้งใน
ดานปริมาณและคุณภาพ นอกจากนี้พอลิโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดแตละครั้งจะมีปริมาณจํากัด
และอาจตองใชคนหรือสัตวจํานวนมาก ดังนั้นในการผลิตจึงตองมีวิธีการควบคุมคุณภาพของพอลิ
โคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตขึ้นทุก ๆ คร้ัง สวนโมโนโคลนอลแอนติบอดีนั้น สามารถผลิตไดอยางไม
จํากัดในดานปริมาณและคุณภาพ เนื่องจากทั้งยีนและเซลลที่ผลิตแอนติบอดีนั้นจะถูกเก็บรักษาไว
ไดตลอดไป 

• ความจําเพาะตอแอนติเจน (antigen specificity) 
 โมโนโคลนอลแอนติบอดีมีความจําเพาะตอเอพิโทปชนิดใดชนิดหนึ่งเทานั้น 
ซ่ึงอาจเปน เอพิโทปที่จําเพาะหรือเอพิโทปที่ทําใหเกิดปฏิกิริยาขาม (cross-reactive epitope) ก็ได 
สวนพอลิโคลนอลแอนติบอดี ประกอบดวยแอนติบอดีหลาย ๆ ชนิด ที่แตละโมเลกุลมีความจําเพาะ
ตอเอพิโทปของตน ซ่ึงทําใหพอลิโคลนอลแอนติบอดีมีความจําเพาะตอหลายเอพิโทปตาง ๆ กันบน
โมเลกุลของแอนติเจน 

• สัมพรรคภาพ (affinity) และ อะวิดิตี (avidity) ของแอนติบอดี 
 สัมพรรคภาพ คือ คาการจับกันระหวางแอนติเจนกับแอนติบอดีเพียง 1 
ตําแหนง และอะวิดิตี คือ ผลรวมแตละตําแหนงของการจับกับระหวางแอนติเจนกับแอนติบอดี ซ่ึง
สัมพรรคภาพและอะวิดิตี เปนสมบัติภายในของแอนติบอดีแตละโมเลกุล กําหนดโดยลักษณะโครง
สรางของสวนที่ใชจับกับแอนติเจนของโมเลกุลอิมมูโนโกลบูลิน ซ่ึงก็คือบริเวณแปรผัน (variable 
region) สัมพรรคภาพเปนคุณลักษณะจําเพาะของแอนติบอดีแตละชนิดและเปนผลของขบวนการที่
เกิดในธรรมชาติ โดยในระหวางพัฒนาการของบีลิมโฟไซต จะมีการจัดเรียงตัวใหม (rearrange) 
ของยีนอิมมูโนโกลบูลินในแบบตาง ๆ ทําใหเกิดแอนติบอดีที่มีสัมพรรคภาพมากนอยตางกันได ดัง
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นั้นหากตองการสรางโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหมีสัมพรรคภาพดีมากนอยเพียงใดก็ขึ้นอยูกับวิธี
การในการคัดเลือกเซลลตนกําเนิดของโมโนโคนอลแอนติบอดีนั้น นอกจากนี้ดวยวิธีทางพันธุ
วิศวกรรม ทําใหสามารถเปลี่ยนแปลงสัมพรรคภาพของแอนติบอดีนั้น ๆ ได โดยการเปลี่ยนแปลงที่
ระดับยีนของอิมมูโนโกลบูลิน ทําใหไดแอนติบอดีที่มีสัมพรรคภาพดีขึ้นกวาโมโนโคลนอล
แอนติบอดีที่ไดจากบีลิมโฟไซต ที่สรางแอนติบอดีขึ้นเองตามธรรมชาติ สวนพอลิโคลนอล
แอนติบอดีนั้นมีอะวิดิตีที่เปนผลรวมของสัมพรรคภาพของแอนติบอดีแตละโมเลกุลที่ประกอบกัน
ขึ้นมาเปนพอลิโคลนอลแอนติบอดี ซ่ึงก็มักอยูในระดับปานกลางถึงดี 

• Effector function 
 คือสมบัติที่จะถูกกําหนดดวยบริเวณคงที่ (constant region) ของ H chain เปน
สมบัติทางชีวภาพของแอนติบอดีแตละชนิด ไดแก ความสามารถในการกระตุนคอมพลีเมนต การ
จับกับที่รับสําหรับสวน Fc ของอิมมูโนโกลบูลินบนผิวเซลล เปนตน ซ่ึงสมบัติเหลานี้แตกตางกัน
ไปในแตละไอโซไทปและสับคลาสของอิมมูโนโกลบูลินนั้น ๆ ซ่ึงจะกําหนดสมบัติของโมโนโคล
นอลแอนติบอดีแตละชนิด ใหมีสมบัติทางชีวภาพในดานตาง ๆ แตกตางกัน สวนพอลิโคลนอล
แอนติบอดี มักจะมีความสามารถในดาน effector function ในระดับปานกลางถึงดีในทุกดานเนื่อง
จากอาศัยสมบัติของแอนติบอดีหลาย ๆ ชนิดมาเฉลี่ยกัน  
 

2.1.6.2 การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี โดยเทคนิค somatic hybridization 
  ในรางกายมีเซลลบีลิมโฟไซตหรือเซลลพลาสมาที่สามารถสรางโมโนโคลนอล
แอนติบอดีที่ตองการได แตเมื่อนําเซลลนั้นมาเลี้ยงนอกรางกาย เซลลดังกลาวจะแบงตัวไดไมดีและ
ตายในเวลาอันส้ัน ทําใหไมสามารถนํามาใชประโยชนในการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีใน
หลอดทดลองได ในขณะเดียวกันมีเซลลมะเร็งกลุมหนึ่งซึ่งกําเนิดมาจากเซลลพลาสมา เรียกวา 
เซลลมัยอีโลมา (myeloma) มีสมบัติของเซลลมะเร็ง คือ สามารถแบงตัวและมีชีวิตอยูไดตลอดไป 
เซลลกลุมนี้อาจสูญเสียยีนอิมมูโนโกลบูลิน ไปทําใหไมสามารถผลิตแอนติบอดีได แตจะสามารถ
สรางแอนติบอดีไดถาไดรับยีนอิมมูโนโกลบูลินจากเซลลบีลิมโฟไซต หรือ เซลลพลาสมาอื่น การ
ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี โดยวิธี somatic hybridization มีหลักการที่จะนําสมบัติของเซลลทั้ง
สองชนิดนี้มารวมไวในเซลลเดียวกัน โดยในป ค.ศ. 1975 Köhler และ Milstein ไดคิดคนวิธีเตรียม
เซลลใหสามารถสรางแอนติบอดีที่กําหนดความจําเพาะไดและสามารถสรางไดเปนจํานวนมาก โดย
อาศัยหลักการของการหลอมเซลล (cell fusion) หรือ somatic cell hybridization ระหวางบีลิมโฟ
ไซตปกติ ซ่ึงเปนเซลลสรางแอนติบอดีกับเซลลมัยอีโลมา หรือ plamacytomas ซ่ึงเปนเซลลมะเร็ง 
โดยอาศัยสารที่ชวยใหเกิดการรวมตัวของเซลล เชน พอลิเอทิลีนไกลคอล (polyethyleneglycol, 
PEG) ผลการทําหลอมรวมเซลลกอใหเกิดเซลลลูกผสม (hybrid cell) ซ่ึงสามารถสรางแอนติบอดีที่
มีความจําเพาะตามที่ตองการและมีอายุยืนยาวไมตายตามสมบัติของ เซลลมัยอีโลมา เรียกเซลลนี้วา
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ไฮบริโดมา (hybridoma)  และแอนติบอดีที่ไดวา โมโนโคลนอลแอนติบอดี เนื่องจากแอนติบอดีนี้
จะสรางจากเซลลที่มาจากโคลนเดียวกันและมีความจําเพาะตอเอพิโทปที่เปนตัวชักนําใหสรางมา
เทานั้น ขั้นตอนการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยเทคนิค somatic hybridization แสดงดังรูปที่ 
2.5 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.5  ขั้นตอนการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยเทคนิค somatic hybridization (Richard A. 
Goldsby และคณะ, Immunology, 2003, หนา 99) 
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Köhler และ Milstein (1975) รายงานเปนครั้งแรกเกี่ยวกับการผลิตโมโนโคลนอล
แอนติบอดีโดยเทคนิค somatic hybridization โดยเริ่มตนการฉีดกระตุนหนูขาวดวยแอนติเจนที่
ตองการ พบวาหนูสรางแอนติบอดีตอแอนติเจนในระดับที่สูง จึงนํามามหรือตอมน้ําเหลืองของหนู
มาทําการแยกเอาเซลลบีลิมโฟไซต เพื่อนํามาหลอมรวมกับเซลลมัยอีโลมาของหนูขาว โดยใช 
Sendai virus หรือสารพอลิเอทิลีนไกลคอลเปนสื่อ โดยพบวาพอลิเอทิลีนไกลคอลมีสมบัติทําใหเยื่อ
หุมเซลลนุมและเหนียวหนืด เพื่อใหเซลลสองเซลลที่เขามาติดกันสามารถหลอมรวมเปนเซลลเดียว
กันได แตเนื่องจากความเปนพิษของพอลิเอทิลีนไกลคอลที่มีตอเซลลจึงจําเปนตองมีการควบคุม
ความเขมขนและระยะเวลาที่ใชในการหลอมรวมเซลล ซ่ึงพบวา การใชสารละลายพอลิเอทิลีนไกล
คอลบริสุทธิ์ ความเขมขน 50 เปอรเซ็นต ที่ pH 8.0-8.2 โดยใชเวลาในการเชื่อมเซลล 1-2 นาที จะไม
เปนพิษตอเซลล และตอจากขั้นตอนการหลอมเซลลแลวจําเปนตองหาวิธีการคัดเลือกเอาเฉพาะ
เซลลไฮบริโดมา เนื่องจากเซลลมัยอีโลมาที่เปนเซลลมะเร็งที่เติบโตอยางรวดเร็วจนปกคลุมเซลล
ไฮบรโิดมาโดยการใชอาหารคัดเลือก (selective media) ซ่ึงมีสาร hypoxanthine, aminopterin  และ 
thymidine เรียกวา HAT medium ซ่ึงมีสมบัติที่ทําใหเฉพาะเซลลไฮบริโดมาเทานั้นเจริญเติบโต (รูป
ที่ 2.6) โดยสาร aminopterin เปนอะนาลอกของกรดฟอลิก (folic acid ananlog) สามารถจับกับ
เอนไซม folic acid reductase ทําใหยับยั้งโคเอนไซมที่จะใชในการสังเคราะหนิวคลีโอไทดทาง de 
novo biosynthesis เซลลที่จะรอดชีวิตใน HAT medium ไดจึงจะตองมีการสรางนิวคลีโอไทดผาน
ทาง salvage pathway ซ่ึงตองอาศัยเอนไซม 2 ตัวที่สําคัญ คือ thimidine kinase (TK) และ 
hypoxanthine guanine phosphoribisyl tranferase (HGPRT) ถาเซลลขาดเอนไซมตัวใดตัวหนึ่งไป
จะไมสามารถสรางนิวคลีโอไทดได แตถานําเซลลที่ขาดเอนไซม TK หรือ HGPRT ไปทําการ
หลอมรวมกับเซลลที่มีเอนไซมก็จะใหเซลลลูกผสม หรือเซลลไฮบริโดมาสามารถรอดชีวิตและ
เจริญเติบโตไดใน HAT medium 
 เซลลมัยอีโลมาที่นํามาใชในการหลอมรวมกับเซลลบี ลิมโฟไซต เพื่อใหไดเซลลไฮบริโด
มานี้เปนเซลลมะเร็งของเซลลพลาสมา (plasmacytoma) ที่แยกไดจากหนู mice โดยนํามาทําใหมี
สมบัติขาดเอนไซม HGPRT (HGPRT-) โดยการเพาะเลี้ยงเซลลมัยอีโลมาในอาหารเลี้ยงเซลลที่มี
สาร 6-thioguanine หรือ 8-azaguanine ซ่ึงเปน guanine base analogue และมีความเปนพิษ เมื่อเซลล
มัยอีโลมาใชสารนี้ที่สามารถเขาไปแทนที่เบสกัวนีนในการสังเคราะหสายนิวคลีโอไทด โดยใช
เอนไซม HGPRT ทําใหไดสายนิวคลีโอไทดที่ผิดปกติ ซ่ึงจะทําใหเซลลมัยอีโลมาตายในที่สุด แต
เซลลมัยอีโลมาบางตัวสามารถปรับตัวใหมีชีวิตรอดไดโดยเกิดการกลายพันธุ สามารถใชเอนไซม 
HGPRT ในการสรางสายนิวคลีโอไทด ซ่ึงจะนําเซลลมัยอีโลมาที่มีสมบัติ HGPRT-  เหลานี้มาหลอม
รวมกับเซลลบีลิมโฟไซตที่เปนเซลลปกติ แลวนําไปเลี้ยงใน HAT medium โดยเซลลที่จะมีชีวิต
รอดคือ เซลลที่เกิดการหลอมรวมกันระหวางเซลลมัยอีโลมา (HGPRT-) และเซลลบีลิมโฟไซต โดย
อาศัยสมบัติเดนของเซลลมะเร็งที่เจริญเติบโตไดดีในการเพาะเลี้ยงในหลอดทดลอง และสมบัติทาง
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จีโนมของเซลลบีลิมโฟไซตในการสรางแอนติบอดี โดยเซลลบีลิมโฟไซตที่ไมไดเกิดการหลอม
รวมตัวกับเซลลมัยอีโลมาจะตายตามธรรมชาติภายในระยะเวลา 3-7 วัน 

  
  
 

  
 
 
  
 
 
  
 
 
 
 
 
 
  

รูปที่ 2.6  วิถีการสังเคราะห DNA ของเซลลไฮบริโดมา 
 

 2.2  งานวิจัยท่ีเก่ียวของ 
 
Cooper และคณะ (2004) ไดรายงานการผลิตและศึกษาลักษณะพอลิโคลนอล

แอนติบอดีตออนุพันธของ AOZ ซ่ึงเปนเมแทบอไลซของไนโตรฟูแรน โดยวิธี ELISA คร้ังแรก 
โดยทําการเปลี่ยน AOZ ใหอยูในรูป CPAOZ ดังรูปที่ 2.7 จากนั้นนํา CPAOZ มาเชื่อมติดกับโปรตีน 
human serum albumin (HSA) แลวจึงนํามาฉีดกระตุนในกระตายที่ระดับความเขมขนและชวงเวลา
ในกระตุนตางๆ  ทดสอบความจําเพาะของแอนติบอดีที่ไดโดยวิธี competitive ELISA ผลที่ไดคือ
จากการลดความเขมขนของแอนติเจนจาก 0.3 เปน 0.05 มิลลิกรัม และเพิ่มชวงการกระตุนจาก 2 
สัปดาห เปน 8 สัปดาห สามารถเพิ่มความไวของแอนติบอดีตอสาร NPAOZ จาก 3.8 เปน 0.3 
ไมโครกรัม/ลิตร และสามารถนําพอลิโคลนอลแอนติบอดีที่ไดมาใชเพื่อใชการตรวจหาสาร AOZ 
ในรูปอนุพันธได  

DENOVO PATHWAY   SALVAGE PATHWAY 
   Phosphoribisyl   Thymidine         Hypoxanthine 
   pyrophosphate 
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Nucleotides 
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รูปที่ 2.7 การเปลี่ยนสาร AOZ เปน CPAOZ 
 
 
Vass และคณะ (2005) รายงานการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอจําเพาะตอ

อนุพันธของ AOZ  โดยทําการเปลี่ยน AOZ ใหอยูในรูป CPAOZ และนํามาเชื่อมเขากับ ed-HSA 
(ethylenediamine-human serum albumin) เพื่อใชเปนแอนติเจนในการฉีดกระตุนหนูสายพันธุ 
BALB/c ผลที่ไดคือสามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ AOZ ได โดยตองการเปลี่ยน AOZ 
ใหอยูในรูปอนุพันธคือ NPAOZ เสียกอน ดังรูปที่ 2.3 โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดใหคา IC50 
(50% binding inhibition)ตอ NPAOZ  อยูในชวง 0.52-1.15 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร โดยวิธี direct 
ELISA 

 
Diblikova และคณะ (2005) ไดทําการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอสาร AOZ 

โดยทําการเชื่อมสาร AOZ กับโปรตีนโดยวิธีตางๆ ดังรูปที่ 2.8 และ CPAOZ กับโปรตีน เพื่อใชใน
การฉีดกระตุนในสัตวทดลอง ผลที่ไดคือ แอนติเจน I-VI  ไมประสบความสําเร็จในการผลิตโมโน
โคลนอลแอนติบอดีตอ AOZ ได มีเพียงแต CPAOZ ที่สามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ 
NPAOZ ได นําโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดมาทดสอบตรวจหา AOZ ในตัวอยางโดยวิธี ELISA 
ผลที่ไดคือสามารถตรวจหาสาร AOZ โดยเปลี่ยนใหอยูในรูป NPAOZ ที่ระดับความสามารถในการ
ตรวจอยูที่  0.4 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม ในตัวอยางเนื้อกุง ไก วัว และ เนื้อสุกร เมื่อทําการเปรียบ
เทียบกับการตรวจสอบโดยวิธี LC-MS/MS มีความไวในการตรวจ NPAOZ อยูที่ระดับ 0.3 
ไมโครกรัมตอกิโลกรัม ความสัมพันธในการตรวจวิธี ELISA กับ LC-MS/MS ในเนื้อกุงอยูในชวง
ความเขมขน 0–32.1 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม (r = 0.999, n=8) สําหรับในเนื้อไกอยูในชวงความเขม
ขน 0–10.5 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม (r = 0.999, n=8) 
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รูปที่ 2.8 การเชื่อมสาร AOZ เขากับโปรตีนโดยวิธีตางๆ (Diblikova และคณะ (2005)) 
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บทที่  3 

อุปกรณและวิธีดําเนินการทดลอง 
3.1 เคร่ีองมือและอุปกรณท่ีใชในการวิจัย 
 3.1.1 หนูขาว (swiss mice) สายพันธุ BALB/c เพศเมีย สํานักสัตวทดลองแหงชาติ 
        มหาวิทยาลัยมหิดล 

3.1.2 หนูขาว สายพันธุ ICR เพศเมีย   สํานักสัตวทดลองแหงชาติ 
        มหาวิทยาลัยมหิดล 
 3.1.3 เซลลมัยอีโลมา P3/NSI/1-4A4-1 (NSI)   ATCC No: TIB 18 
 3.1.4 อุปกรณตางๆ 
  กระบอกฉีดยาขนาด 1 และ 5 มิลลิลิตร  Nipro (Thailand) 
  กลองจุลทรรศนชนิดหัวกลับ   Nikon (Japan) 
  ขวดแกว     Boro (Germany) 
  ขวดเลี้ยงเซลลขนาด 10 และ 250 มิลลิลิตร  Nunc (Denmark) 
  เข็มฉีดยาขนาด 18G, 21Gและ 22G  Nipro (Thailand) 
  หลอดฉีดยาขนาด 1, 5 และ 10 มิลลิลิตร  Nipro (Thailand) 
  เครื่องชั่งน้ําหนัก AG204    Mettler Toledo (Switzerland) 
  เครื่องชั่งน้ําหนัก PG4002-5   Mettler Toledo (Switzerland) 

เครื่องปนเหวี่ยง     MSE (England) 
  เครื่องมือนับเซลล    Boeco (Germany) 
  เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง   Mettler Toledo 
  เครื่อง Microtiterplate reader   Titertek multiskan (Finland) 
  จานชนิด 96 หลุมสําหรับเล้ียงเซลล  Nunc (Denmark) 
  จานชนิด 96 หลุมสําหรับ ELISA   Nunc (Denmark) 

จานชนิด 24 หลุม    Nunc (Denmark) 
  ปเปตแกว     HBG (Germany) 
  ปเปตอัตโนมัต     Gilson (France) 
  ไมโครปเปต     Biohit (Finland) 
  ปมสูญญากาศ     Iwaki (Japan) 
  ตูบมที่มีคารบอนไดออกไซด   Revco, Yamato (Japan) 
  ตูปลอดเชื้อ     Cambrige (Thaialnd) 
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3.1.4 อุปกรณตางๆ(ตอ)  
  หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร   Axygen (USA) 
  หมอนึ่งฆาเชื้อ     Udono-RII (Japan)  
  หลอดปนเหวี่ยงขนาด 50 มิลลิลิตร  Nunc (Denmark) 
  อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ    Memmert (Germany) 
  
3.2 สารเคมีท่ีใชในการวิจัย 

ตารางที่ 3.1  สารเคมีที่ใชในการวิจัย 

 
สารเคมี บริษัท ประเทศ 

1-aminohydantoin (AHD) Sigma-Aldrich USA 
1-(2-Nitrobenzylidenamino)-2, 4-
imidazolidinedione (NPAHD) Sigma-Aldrich USA 

1-Ethyl-3-(3-
Dimethylaminopropyl)carbodiimide 
Hydrochloride (EDC) 

Sigma-Aldrich USA 

2,4,6-Trinitrobenzene Sulfonic Acid (TNBS) Pierce USA 
2-Nitrobenzaldehyde 
semicarbazone(NPSCA) Sigma-Aldrich USA 

3-{[(2-nitrophenyl)methylene] amino}-2-
oxazolidinone) (NPAOZ) 

Sigma-Aldrich USA 

3-amino-2-oxazolidinone (AOZ) Sigma-Aldrich USA 
3-carboxybezaldehyde (CBA) Sigma-Aldrich USA 
5-(Morpholinomethyl)-3-(2-
nitrobenzylidenamino)-2-oxazolidinone 
(NPAMOZ) 

Sigma-Aldrich USA 

5-morpholinomethyl-3-amino-oxazolidinone 
(AMOZ) Sigma-Aldrich USA 
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ตารางที่ 3.1  สารเคมีที่ใชในการวิจัย(ตอ) 

 
สารเคมี บริษัท ประเทศ 

Acrylamide gel Sigma-Aldrich USA 
Aminopterine Sigma-Aldrich USA 
Bovine serum albumin (BSA) Sigma-Aldrich USA 
Butanol Merck Germany 
Chloramphenicol Sigma-Aldrich USA 
Citric monohydrate Merck Germany 
Clenbuterol Sigma-Aldrich USA 
Cupper sulfate Fluka Switzerland 
D-glucose Sigma-Aldrich USA 
Diethyl ether Sigma-Aldrich USA 
Dimethyl sulfoxide Fluka Switzerland 
Disodium carbonate Fluka Switzerland 
Disodium hydrogen phosphate Carlo erba USA 
Enrofloxacin Sigma-Aldrich USA 
Ethylenediamine (EDA) Sigma-Aldrich USA 
Fetal bovine serum Invitromex USA 
Flumequine Sigma-Aldrich USA 
Folin-Ciocalteu Phenol reagent Sigma-Aldrich USA 
Furazolidone  Sigma-Aldrich USA 
Glutaraldehyde Sigma-Aldrich USA 
Glycerol Sigma-Aldrich USA 
Glycine Merck Germany 
Hydrochloric acid Sigma-Aldrich USA 
Hydrogen peroxide Fluka Switzerland 
Hypoxanthine Sigma-Aldrich USA 
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ตารางที่ 3.1  สารเคมีที่ใชในการวิจัย(ตอ) 

 
สารเคมี บริษัท ประเทศ 

L-glutamine Sigma-Aldrich USA 
L-lysine Sigma-Aldrich USA 
Methanol BDH England 
N-hydroxysuccimide ester (NHS) Fluka Switzerland 
Non-fat dry milk Mission health food Thailand 
Norfloxacin Sigma-Aldrich USA 
O-phenylenediamine dihydrochloride(OPD) Sigma-Aldrich USA 
Ovalbumin (OVA) Ovalbumin (OVA) USA 
Oxytetracycline Fluka Switzerland 
Penicllin G Sigma-Aldrich USA 
Peroxidase Goat anti-mouse IgG (H+L) Jackson Immunoresearch USA 
Peroxidase-Rabbit Anti-Mouse IgG (Gamma 
chain Specific) 

Zymed USA 

Polyethylene glycol (PEG) Sigma-Aldrich USA 
Potasium chloride Sigma-Aldrich USA 
Potasium dihydrogen phosphate Sigma-Aldrich USA 
Pyridine Carlo Erba USA 
Pyruvic acid Invitromex USA 
RPMI 1640 medium  Invitromex USA 
Salbutamol Sigma-Aldrich USA 
Semicarbazide (SEM) Sigma-Aldrich USA 
Sodium bicarbonate Sigma-Aldrich USA 
Sodium cabonate Merck Germany 
Sodium chloride Merck Germany 
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ตารางที่ 3.1  สารเคมีที่ใชในการวิจัย(ตอ) 

 
สารเคมี บริษัท ประเทศ 

Sodium dihydrogen phosphate Carlo erba USA 
Sodium dodecyl sulphate Merck Germany 
Sodium hydrogen carbonate Merck Germany 
Sodium hydroxide Merck Germany 
Sodium pyruvate Sigma-Aldrich USA 
Streptomycin Sigma-Aldrich USA 
Sulfamethazine  Sigma-Aldrich USA 
Sulfuric acid Merck Germany 
Tetracyclin Sigma-Aldrich USA 
Trisodium citrate Fluka Switzerland 
Tween 20 Sigma-Aldrich USA 

 
3.3 วิธีการดําเนินงานวิจัย 
 
 3.3.1  การสังเคราะหสาร CPAOZ 

การเตรียมสาร CPAOZ ตามวิธีของ Cooper และคณะ, 2004 โดยนํา 3-อะมิโน-2-ออก
ซาโซลิดิโนน (3-amino-2-oxazolidinone; AOZ) ความเขมขน 2 โมล มาทําปฏิกิริยากับ 3-คารบอก
ซิเบนแซลดีไฮด (3-carboxybenzaldehyde; CBA) 1 โมล โดยวิธีการกลั่นไหลกลับในไพริดีน
ปราศจากน้ําที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16 ชั่วโมง ทําใหแหงโดยใชแกสไนโตรเจน 
ตรวจสอบผลิตภัณฑที่ไดโดยวิธี MALDI-TOF/MS  และวิธี thin layer chromatography (TLC) ใช  
5 เปอรเซนต เมธานอลในคลอโรฟอรมเปนโมบายเฟส  คํานวณคา Rf เทียบกับ Rf ของ Copper และ
คณะ  

  
Rf (คาเคลื่อนที่สัมพัทธ)  = 
 
 

ระยะทางที่ตัวทําละลายเคลื่อนที่
ระยะทางที่สารเคลื่อนที่ 
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3.3.2 การเชื่อมตอระหวาง CPAOZ และ AOZ กับโปรตีนพาหะตางๆ 
 

3.3.2.1 การเชื่อมสาร CPAOZ กับ โปรตีนพาหะ โดยวิธี EDC 
 โปรตีนพาหะที่ใชคือ ovalbumin (OVA) และ ed-BSA (ethylenediamine-

Bovine serum albumin) ซ่ึง ed-BSA คือ โปรตีน BSA ที่ทําการเพิ่มหมูเอมีนโดยทําการเชื่อมไดเอ
มีนเขากับหมูคารบอกซิลิกของโปรตีน (Hermanson, 1996) เพื่อใหสามารถเชื่อมตอกับสารที่มีหมู
คารบอกซิลิกไดมากยิ่งขึ้น ทําใหสามารถเพิ่มประสิทธิภาพในการกระตุนในสัตวทดลองไดเพิ่มมาก
ขึ้น ทําไดโดยละลาย BSA 25 มิลลิกรัม ใน ethylenediamine (EDA) ความเขมขน 1 โมล ปริมาตร 5 
มิลลิลิตร ในสารละลาย 0.1 โมลลาร ฟอสเฟตบัฟเฟอรซาลีน (phosphate buffer saline; PBS) pH 
7.4 เติม EDC 10 มิลลิกรัม กวนเบาๆ ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นกําจัดสารที่ไมทํา
ปฏิกิริยาออกโดยใชการแยกซึมผานเยื่อบางและใช PBS ในการทวน  

 นํา CPAOZ ที่ไดจากขอ 3.3.1 ทําการเชื่อมกับโปรตีนพาหะโดย นําสาร 
CPAOZ 2 มิลลิกรัม ละลายในเมทานอล 100 ไมโครลิตร เติมสาร EDC ใหความเขมขนสุดทายเปน 
0.1 โมลลาร ทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเวลา 15 นาที นําสารละลายที่ไดมาคอยๆ เติมใน  ed-BSA หรือ 
OVA  ความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาณ 1 มิลลิลิตร กวนเบาๆ ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 3 
ชั่วโมง จากนั้นกําจัดสารที่ไมทําปฏิกิริยาออกโดยใชการแยกซึมผานเยื่อบางและใช PBS ในการ
ทวน หลังจากนั้นนํามาวัดหาปริมาณโปรตีนโดยวิธี Lowry ตามขอที่ 3.3.2.5 และวัดการเชื่อมติด
ตามขอที่ 3.3.3 

 
3.3.2.2 การเชื่อมสาร AOZ กับ โปรตีนพาหะ โดยใช glutaraldehyde 
 โปรตีนพาหะที่ใชคือ OVA และ ed-BSA ทําการเชื่อมโดยนํา AOZ ความ

เขมขนโมล 100 เทาของความเขมขนโมลของโปรตีน ละลายใน PBS เติมสารละลาย  
glutaraldehyde ใหความเขมขนสุดทายเปน 0.25 เปอรเซ็นต กวนเบาๆ ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 2  
ช่ัวโมง จากนั้นทําการแยกซึมผานเยื่อบางและใช PBS ในการทวน หาปริมาณโปรตีนโดยวิธี Lowry 
และวัดการเชื่อมติดโดยวิธี ตามขอ 3.3.3.2 และ 3.3.3.3 

 
3.3.2.3 การเชื่อมสาร AOZ กับ โปรตีนพาหะ โดยวิธี EDC/NHS 
 เชื่อมโปรตีน BSA และ OVA กับ AOZ โดยนําโปรตีน 10 มิลลิกรัม

ละลายใน PBS 1 มิลลิลิตร เติมสาร EDC และ NHS ใหความเขมขนสุดทายเปน 1 โมลลาร และ 25 
มิลลิโมลลาร ตามลําดับ กวนเบาๆ ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 15 นาที หลังจากนั้นคอยๆ เติมสาร 
AOZ 2 มิลลิกรัม กวนเบาๆ ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นทําการแยกซึมผานเยื่อบาง
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และใช PBS ในการทวน หาปริมาณโปรตีนโดยวิธี Lowry และวัดการเชื่อมติดโดยวิธี ตามขอ 
3.3.3.2 และ 3.3.3.3  

 
3.3.2.4 การเชื่อมสาร AOZ กับ โปรตีนพาหะ โดยวิธี EDC 
 ทําการเชื่อมสารตามวิธีเชนเดียวกับขอ 3.3.2.3 แตไมเติมสาร NHS 
 
3.3.2.5 หาปริมาณโปรตีนโดยวิธี Lowry 
 หาปริมาณโปรตีนหลังจากเชื่อมสาร CPAOZ และ AOZ กับโปรตีนพาหะ 

โดยทําการหาปริมาณโปรตีนจากกราฟมาตรฐาน BSA ขั้นตอนการทําคือ เตรียมความเขมขนสาร
ละลายมาตรฐาน BSA ที่ความเขมขน 0 ถึง 500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร นําสารละลายโปรตีน 50 
ไมโครลิตร เติมสารละลาย รีเอเจนต ซี (Reagent C) (ภาคผนวก ข.4) 250 ไมโครลิตร ผสมเขาดวย
กันทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 15 นาที หลังจากนั้นเติมสารละลายรีเอเจนต ดี (Reagent D) (ภาค
ผนวก ข.4)  25 ไมโครลิตร ผสมเขาดวยกันทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที นําไปวัดคาการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 3.1 โครงสรางการเชื่อมสารติดกับโปรตีนพาหะโดยใชสารเชื่อมตางๆ  
I. การเชื่อมสาร CPAOZ กับโปรตีนพาหะโดยสารเชื่อม EDC 
II. การเชื่อมสาร AOZ กับโปรตีนพาหะโดยสารเชื่อม glutaraldehyde 

III. การเชื่อมสารกับ AOZ กับโปรตีนพาหะโดยสารเชื่อม EDC และ 
EDC/NHS 

 

I. 

II. 

III. 

CPAOZ-Protein (EDC) 
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3.3.3 การทดสอบการเชื่อมสารกับโปรตีนพาหะ 

 
 3.3.3.1 การทดสอบการเชื่อมสารกับโปรตีนโดยวิธี 2,4,6-Trinitrobenzene 
Sulfonic Acid (TNBS) (Habeeb, 1966) 
   วิธี TNBS เปนวิธีที่ใชวัดหมูเอมีนปฐมภูมิในโมเลกุล โดยหลักการของ 
TNBS คือ สารละลาย TNBS เปนสารละลายสีเหลือง ทําปฏิกิริยากับหมูเอมีนปฐมภูมิที่อยูบน
โมเลกุลของสารเกิดเปนสารอนุพันธซ่ึงเปนสารสีสม แสดงการเกิดปฏิกิริยาไดดังรูปที่ 3.2 ซ่ึง
สามารถนํามาใชวัดการเชื่อมสารติดกับโปรตีนคือกอนนําสารมาเชื่อมติดบนโมเลกุลของโปรตีนจะ
มีหมูเอมีน ซ่ึงเมื่อนําสารที่มีหมูคารบอกซิลิกมาติดกับหมูเอมีนบนโมเลกุลของโปรตีนจะทําใหหมู
เอมีนบนโมเลกุลของโปรตีนลดลง เมื่อนํามาวัดโดยวิธี TNBS จะเกิดสารละลายสีสมลดลงเมื่อ
เทียบกับโปรตีนที่ยังไมไดทําการเชื่อมติด วิธี TNBS ทําไดโดย เติมสารละลาย 0.05 เปอรเซ็นต (น้ํา
หนักตอปริมาตร) TNBS 50 ไมโครลิตร ลงในสารละลายตัวอยางที่ลายใน 0.1 โมลลาร โซเดียมไบ
คอบอเนต บัฟเฟอร pH 8.5 ตัวอยางละ 100 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน บมที่ 37 องศาเซลเซส เปน
เวลา 2 ช่ัวโมง จากนั้นเติมสารละลาย 10 เปอรเซ็นต SDS 50 ไมโครลิตร และ 1 โมลลาร กรด
ไฮโดรคลอลิก 25 ไมโครลิตร แตละตัวอยาง นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 335 นาโนเมตร คํานวณ
เปอรเซ็นตการเชื่อมติดไดดังสมการ 
 
 
 
         เปอรเซ็นตการเชื่อมติด  = 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 3.2 การเกิดปฏิกิริยาของ TNBS กับหมูเอมีนปฐมภูมิ 
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3.3.3.2 การทดสอบการเชื่อมสารกับโปรตีนโดยวิธี MALDI-TOF/MS 
   เพื่อหาน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนหลังจากการเชื่อมติด โดยดูวาน้ําหนัก
โมเลกุลของโปรตีนพาหะเพิ่มขึ้นหรือไม หากน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนพาหะเพิ่มขึ้น แสดงวา 
สารที่ใชในการเชื่อมติดติดกับโปรตีนพาหะ ทําการหาน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนพาหะกอนและ
หลังการทําการเชื่อมติด ดวยวิธี Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time-Of-Flight 
Mass Spectrometry (MALDI-TOF/MS) ที่หนวยบริการชีวภาพ ศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยี
ชีวภาพแหงชาติ (BIOTEC) สามารถคํานวณอัตราสวนการเชื่อมติดไดจากสูตร 
 

อัตราสวนการเชื่อมติด  = น้ําหนักโมเลกุลหลังเชื่อมติด-น้ําหนักโมเลกุลกอนเชื่อมติด 
น้ําหนักโมเลกุลของสารที่นํามาเชื่อมติด 

 
3.3.4 การกระตุนระบบภูมิคุมกันของหนูทดลอง 
 

นําแอนติเจนที่เตรียมไดจากขอ 3.3.2 ฉีดกระตุนหนูสายพันธุ BALB/c หรือ ICR เพศ
เมีย อายุประมาณ 6-8 สัปดาห ตัวละ 50-100 ไมโครกรัมตอตัว ซ่ึงการฉีดกระตุนครั้งแรก จะใช
แอนติเจน PBS ผสมกับ  Freund’s complete adjuvant (FCA)  อัตราสวน 1:1 (ปริมาตรตอปริมาตร) 
โดยผสมใหมีลักษณะเปนอิมัลชัน  (emulsion) กอนฉีดเขาภายในชองทองหนู (intraperitoneal) หลัง
จากนั้นฉีดกระตุนหนูซํ้าโดยใชปริมาณแอนติเจนเทาเดิมแตผสม Freund’s incomplete adjuvant 
(FIA) ในวันที่ 14 หลังจากการฉีดกระตุนครั้งแรก และฉีดเวนอยางนอย 2 อาทิตย 3-4 คร้ังเก็บเลือด
หลังฉีด 5-7 วัน เตรียมซีรัมจากเลือดที่เก็บไดโดยเจาะเลือดจากหางหนูแลวตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง
เปนเวลา 1 - 2 ชั่วโมง  แลวจึงนําไปปนเหวี่ยงที่ 10,000 รอบตอนาทีที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 10 นาที เพื่อแยกสวนน้ําใสนําไปตรวจหาแอนติบอดีที่จําเพาะตอแอนติเจนโดยวิธี indirect 
ELISA ตามรายละเอียดในขอ 3.3.6 และถามีระดับแอนติบอดีสูง ทําการฉีดกระตุนครั้งสุดทายใช
ความเขมขนแอนติเจนเทากับความเขมขนในการกระตุนแตผสมกับน้ําเกลือในอัตราสวน 1:1 
(ปริมาตรตอปริมาตร) เขาที่ชองทอง 3-4 วัน กอนทําการหลอมรวมเซลล 

 
3.3.5 การเตรียมเซลลไฮบริโดมาที่มีความสามารถในการสรางแอนติบอดี 

   
3.3.5.1 การเตรียมเซลลมัยอีโลมา 
 นําเซลลมัยอีโลมา NSI มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ที่เติม 

10% FCS โดยทําการเลี้ยงเซลลมัยอีโลมาใหไดจํานวนมากกวา 107 เซลลตอมิลลิลิตร จากนั้นนํา
เซลลมัยอีโลมาออกมาปนลางดวยอาหาร RPMI 1640 ที่ไมมีซีรัม 2 คร้ัง โดยนํามาปนเหวี่ยงที่
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ความเร็ว 1500 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที เก็บเซลลไวที่ตูบมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จนกวา
จะนําไปหลอมรวมเซลล 

 
3.3.5.2 การเตรียมเซลลมาม 
 นําหนู BALB/c หรือ ICR ที่ถูกฉีดกระตุนดวยแอนติเจนและใหระดับ

แอนติบอดีสูง มาสลบโดยใชไดเอทิลอีเธอร (diethyl ether) เปดชองทองนํามามออกมาโดยวิธี
ปลอดเชื้อ จากนั้นใชกรรไกรตัดมามใหเปนชิ้นเล็กๆ บนตะแกรงลวดตาถี่ แลวใชดามของหลอดฉีด
ยาขนาด 5 มิลลิลิตร กดมามใหผานตะแกรงลวดตาถี่ นําเซลลมามไปปนเวี่ยงใน RPMI 1640 ที่ไมมี
ซีรัม ดวยความเร็ว 1500 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที จํานวน 2 คร้ัง  

 
3.3.5.3 การหลอมรวมเซลลมามและเซลลมัยอีโลมา 
 ผสมเซลลมามและเซลลมัยอีโลมาในอัตราสวน 1:2 รวมกันในหลอดฝา

เกลียว ขนาด 50 มิลลิลิตร ใชปเปตดูดขึ้นลงเบาๆ ใหเซลลทั้งสองผสมกัน นําไปปนเหวี่ยงเพื่อตก
ตะกอนเซลล ดวยความเร็ว 1500 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที เทสวนใสทิ้งจนหยดสุดทาย เคาะเบา
หลอดเบาๆใหเซลลผสมเขากันดี คอยๆหยด 50 เปอรเซ็นต พอลิเอทิลีนไกลคอล (น้ําหนักตอ
ปริมาตร) ปริมาณ 1 มิลลิลิตร ลงไปในตะกอนเซลลพรอมกับเขยาเบาๆ โดยควบคุมใหสารละลาย 
50 เปอรเซ็นต พอลิเอทิลีนไกลคอลไหลภายใน 1 นาที  จากนั้นคอยๆหยดอาหารเลี้ยงเซลล 
RPMI1640 ที่มี FCS 10 เปอรเซ็นต 1 มิลลิลิตร ภายใน 1-2 นาที เติมอาหารเลี้ยงเซลล RPMI1640 ที่
มี FCS 10 เปอรเซ็นต 10 มิลลิลิตรภายใน 2-5 นาที จากนั้นเติมอาหารเลี้ยงเซลล RPMI1640 ที่มี 
FCS 10 เปอรเซ็นต จนครบ 40 มิลลิลิตร นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 1500 รอบตอนาที เปนเวลา 5 
นาที เพื่อแยกตะกอนเซลลออก เทสวนใสทิ้ง ทําการปนเหวี่ยงลางอีก 1 รอบ และเติมอาหารเลี้ยง
เซลล HAT ที่มี 20 เปอรเซ็นต FCS ลงไปประมาณ 200 มิลลิลิตร นําเซลลใสในจานสําหรับเล้ียง
เซลล 96 หลุม หลุมละ 200 ไมโครลิตร นําไปเลี้ยงในตูบมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
คารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต คอยสังเกตเซลลไฮบริโดมาในแตละหลุมโดยใชกลองจุลทรรศน
ชนิดหัวกลับ ประมาณ 1-2 สัปดาห รอจนโคโลนีเจริญประมาณ 25 เปอรเซ็นตของหลุม ทําการคัด
เลือกเซลลไฮบริโดมาที่ผลิตแอนติบอดี ทําการโคลนเซลลจนใหไดเซลลเดียว 

 
 3.3.6 การคัดเลือกเซลลไฮบริโดมาที่สรางโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ CPAOZ หรือ AOZ 
โดยวิธี indirect ELISA 
 

นํา CPAOZ-OVA หรือ AOZ-glu-OVA หรือ AOZ-OVA มาเคลือบบนพื้นหลุมของ
จานชนิด 96 หลุมสําหรับ ELISA หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมที่ 4 องศาเซลเซียสเปนเวลา 12-16 
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ช่ัวโมง   ลางดวยบัฟเฟอรที่มี tween20 (PBS-T) จํานวน 3 คร้ัง  ใสตัวอยาง (เลือดหนูหรืออาหาร
เล้ียงเซลล) หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียส 2 ช่ัวโมง ลางดวย PBS-T จํานวน 3 
คร้ัง เติมแอนติบอดีทุติยภูมิ goat anti-mouse IgG ที่มีเอนไซม horse redish peroxidase (HRP) เชื่อม
อยู หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียส 1 ชั่วโมง  ลางดวย PBS-T จํานวน 3 คร้ัง และ
เติมสารละลายสับสเตรต  OPD (ภาคผนวก ข.2) หลุมละ 150 ไมโครลิตร จากนั้นบมที่มืดอุณหภูมิ
หอง เปนเวลา 15-30 นาที เติมกรดซัลฟวริก ความเขมขน 2.5 โมลลาร หลุมละ 100 ไมโครลิตร เพื่อ
หยุดปฎิกิริยา  นําจานชนิด 96 หลุมสําหรับ ELISA วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นา
โนเมตร โดยเครื่อง ELISA reader 

 
3.3.7 การโคลนเซลล (single cell cloning) และทําใหเจือจางโดยวิธี Limiting dilution 

  นําเซลลไฮบริโดมาจากหลุมที่ไดตรวจสอบแลววาผลิตแอนติบอดี แลวใหผล
ELISA เปนบวก นํามาทําใหเจือจางในอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ที่มี 10% FCS โดยปรับความ
เจือจางของเซลลไฮบริโดมาใหเทากับ 40 เซลลตอมิลลิลิตร กอนนํามาเจือจางแบบ 2 เทา จนได
ความเจือจางของเซลลไฮบริโดมาเทากับ 5 เซลลตอมิลลิลิตร จากนั้นนําเซลลไฮบริโดมาในแตละ
ความเจือจางไปใสลงในจานสําหรับเล้ียงเซลล 96 หลุม จํานวนความเจือจางละ 2 แถว (24 หลุม) 
ปริมาณหลุมละ 100 ไมโครลิตร จะไดเซลลไฮบริโดมาปริมาณ 8 เซลล 4 เซลล 2 เซลล และ 1 เซลล 
ตอหลุม ตามลําดับ นําไปเลี้ยงในตูบมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส บรรยากาศ CO2 5% ประมาณ 14 
วัน ตรวจดูเซลลดวยกลองจุลทรรศนแบบหัวกลับ เลือกหลุมที่มีเซลล 1 โคโลนี เมื่อเซลลเจริญได
ประมาณ 25 เปอรเซ็นตของหลุม จึงนําอาหารเลี้ยงเซลลจากหลุมนําไปตรวจหาแอนติบอดีอีกครั้ง
ดวยวิธี indirect ELISA ตามขอ 3.3.6 กอนนําเซลลจากหลุมที่ใหผลบวกมาทําการโคลนเซลลซํ้าอีก
เปนครั้งที่ 2 และ 3 เพื่อใหแนใจวาเซลลที่ไดมาจากเซลลไฮบริโดมาที่มาจากตนกําเนิดเดียวกัน 
 

3.3.8  การเก็บเซลลไฮบริโดมาระยะยาว 
 นําเซลลไฮบริโดมาที่อยูในชวงเอกซโพเนนเชียลซ่ึงเล้ียงในอาหาร RPMI 1640 ที่

มี 10% FCS มาปนเหวี่ยงใหเซลลตกตะกอนดวยความเร็ว 1500 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที จาก
นั้นดูดอาหารเลี้ยงเซลลที่อยูดานบนทิ้ง และเติมอาหารเลี้ยงเซลลที่มี FCS 25 เปอรเซ็นต และ ไดเม
ทิลซัลฟอกไซด (DMSO) 10 เปอรเซ็นต ขณะเย็นลงไปปริมาตร 1 มิลลิลิตร แลวใช Pasteur pipette 
เปาขึ้นลงเบาๆ จนเซลลเขากันดี ใสเซลลลงในหลอดเก็บเซลลขนาด 1.5 มิลลิลิตร และนําไปแชที่
อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส ขามคืน จากนั้นจึงยายลงไปแชในไนโตรเจนเหลวที่มีอุณหภูมิประมาณ 
-196 องศาเซลเซียส 
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3.3.9 การศึกษาลักษณะเบื้องตนของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
 

  3.3.9.1   การหาความเขมขนของโมโนโคลนอลแอนติบอดี และแอนติเจนที่เหมาะ
สม ดวยวิธี indirect ELISA 
   โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตจากเซลลไฮบริโดมาที่เล้ียงในขวดเลี้ยง
เซลลมีความเขมขนมากเมื่อนําไปใชทดสอบดวยวิธี ELISA จะทําใหเกิดสัญญาณรบกวน และ เปน
การสิ้นเปลืองแอนติบอดี  จึงตองหาความเจือจางที่เหมาะสมเพื่อนําความเจือจางที่ไดนี้ไปใช
สําหรับการทดสอบคุณสมบัติตางๆ ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอไป โดยทําการเคลือบจาน
ชนิด 96 หลุมสําหรับ ELISA ดวย CPAOZ-OVA  หรือ AOZ-glu-OVA หรือ AOZ-OVA ความเขม
ขนตางๆ (0.094–3.000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) และเจือจางโมโนโคลนอลแอนติบอดีดวย PBS ที่
ความเจือจางตางๆ (2-16 เทา) แลวทําการทดสอบดวยวิธี ตามขั้นตอนในขอ 3.3.6 

 
3.3.9.2 การตรวจสอบไอโซไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

  ทําการตรวจหาไอโซไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดี โดยใชชุด
ทดสอบ (isotyping kit) ของบริษัท Sigma-Aldrich โดยทําการทดลองตามขอแนะนําของผูผลิต ดังนี้ 
เตรียม Isotyping specific antibody ชนิด IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3, IgA และ IgM มาทําการเจือ
จางใน PBS ใหไดความเจือจาง 1:1000 นําไปเติมในจานชนิด 96 หลุมสําหรับ ELISA หลุมละ 100 
ไมโครลิตร  แลวบมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12-24 ชั่วโมง นํามาลางดวย PBS (pH 
7.4) ที่มี 0.05% Tween 20 (PBS-T) จํานวน 3 คร้ัง เติมโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลนตางๆ ที่
ตองการตรวจสอบ หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง จากนั้นนํา
มาลางดวย PBS-T จํานวน  3 คร้ัง เติมแอนติบอดีทุติยภูมิที่จําเพาะตอ mouse IgG ที่มี HRP เชื่อมอยู 
ซ่ึงจําเพาะตอ Fab (HPR-Rabbit anti-mouse IgG (Fab specific)) ที่เจือจาง 1:600 ใน PBS-T หลุมละ 
100 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที จากนั้นนํามาลางดวย PBS-T จํานวน 3 คร้ัง 
เติมสารละลายสับสเตรทของเอนไซม ซ่ึงประกอบดวย OPD และ H2O2 ละลายใน citrate buffer 
หลุมละ 100 ไมโครลิตร  บมในที่มืดอุณหภูมิหอง เปนเวลา 10-15 นาที หยุดปฏิกิริยาเอนไซมโดย
เติมกรดซัลฟวริก ความเขมขน 2.5 โมลลาร หลุมละ 50 ไมโครลิตร จากนั้นนําจานชนิด 96 หลุม
สําหรับ ELISA ไปวัดคาดูดกลืนแสง 492 นาโนเมตร โดยเครื่อง ELISA reader 
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3.3.9.3  การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดี ดวยวิธี competitive 
indirect ELISA  

การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยวิธี competitive 
indirect ELISA ทําไดโดย นําแอนติบอดีที่ความเขมขนเจือจางที่เหมาะสมจากขอ 3.3.9.1 มาผสม
รวมกับสารที่ทําการทดสอบ (CPAOZ, NPAOZ, AOZ และ furazolidone) ที่ความเขมขน 103 – 10-4 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ในPBS แลวทําตามขั้นตอนในขอ 3.3.6 นําคาการดูกลืนแสงที่ไดมาคํานวณ
หาคา IC50 ซ่ึงคือ คาความเขมขนของสารที่ทําใหคาดูดกลืนแสงในการทํา competitive indirect 
ELISA ลดลงครึ่งหนึ่ง เมื่อเทียบกับที่ไมมีสาร สามารถคํานวณโดยใชโปรแกรมสําเร็จรูป 
GraphPad Prism 4.03  โดยใชสมการในการคํานวณคือ 

 
y = B + {(B0 –B)/[1+10^((logIC50-x)*slope)]} 

 
เมื่อ     B , B0  คือ คาการดูกลืนแสงจาก ELISA ที่มีหรือไมมีแอนติเจน ตามลําดับ 

    y       คือ เปอรเซ็นตของ B/B0 
    x       คือ ความเขมขนของสารหรือแอนติเจนที่นํามาทดสอบ 
 

คาความเขมขนของสารที่นอยที่สุดที่สามารถตรวจวัดได หรือ LOD 
คํานวณจากสูตร 

 
Limit of detection (LOD) = B0 – 3SD โดยที่ n ≥  20 

 
เมื่อ     B0  คือ คาการดูกลืนแสงจาก ELISA ที่ไมมีแอนติเจน 
           SD คือ คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

 
  3.3.9.4 การทดสอบปฏิกิริยาขามโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

เพื่อทดสอบดูวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ได สามารถเกิดปฏิกิริยาขามกับ
สารทั้งในกลุมไนโตรฟูแรน และนอกกลุมหรือไม ทดสอบดวยวิธี competitive indirect ELISA นํา
สารที่นํามาทดสอบปฏิกิริยาขามที่ความเขมขนตางๆผสมกับแอนติบอดีในอัตราสวน 1:1 นําสาร
ละลายตัวอย างมาทดสอบตามรายละเอียดในขอ 3.3.9.3 นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดจากผล ELISA 
มาหาคา IC50 ดวยโปรแกรม GraphPad Prism 4.03  และนําคา IC50 ที่ไดจากการคํานวณมาหา
เปอรเซ็นตปฏิกิริยาขาม (%cross-reactivity)  ไดจากสูตร   
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เปอรเซ็นตปฏิกิริยาขาม  =         IC50 ของ CPAOZ         x  100 
     
 
  
3.3.10 การทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหบริสุทธ์ิ 

 
3.3.10.1  การเตรียมอาหารเลี้ยงเซลลที่มีแอนติบอดี 

    นําเซลลไฮบริโดมาที่ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีเล้ียงในอาหารเลี้ยง
เซลล RPMI-1640 ที่มี 10% FCS ในขวดเลี้ยงเซลลขนาด 75 มิลลิลิตร เพื่อใหเซลลไฮบริโดมาผลิต
และหลั่งโมโนโคลนอลแอนติบอดีออกมาซึ่งจะสะสมรวมอยูในอาหารเลี้ยงเซลล เก็บอาหารที่ใช
เล้ียงเซลลเพื่อนํามาแยกแอนติบอดีใหบริสุทธิ์โดยโปรตีนเอ 
   

3.3.10.2  การทําแอนติบอดีใหบริสุทธิ์โดยการใชโปรตีน เอ (Protein A affinity 
column) 
    นําโปรตีน เอ 5 มิลลิลิตรเติมใสคอลัมน ทําคอลัมนใหสมดุลโดยเติม 0.1 
โมลลาร phosphate buffer, pH 9 ที่มีเกลือ (NaCl) ความเขมขน 4 โมลลาร ลงในคอลัมนโปรตีน เอ 
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เติมอาหารเลี้ยงเซลลที่มีแอนติบอดีที่ปรับคา pH ใหเทากับ 9 โดยใชบัฟเฟอร 
1 โมลลาร Tris, pH 9 ลงในคอลัมนโปรตีน เอ ดวยอัตราการไหล 1 มิลลิลิตรตอนาที ชะลางโปรตีน
สวนที่ไมจับกับโปรตีน เอ ดวย 0.1 โมลลาร phosphate buffer, pH 8 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ทําการ
ชะแอนติบอดีออกจากคอลัมนโปรตีน เอ โดยการเติม 0.1 โมลลาร citrate buffer, pH 3.5 ปริมาตร 
30 มิลลิลิตร พรอมกับการใชหลอดทดลองที่มี 4 M Tris ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เก็บสารละลายที่
ออกมาจากคอลัมนโปรตนี เอ โดยใหแตละหลอดมีปริมาตร 2 มิลลิลิตร  หลังจากนั้นนําสารละลาย
ในแตละหลอดไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร  ทําการรวมแตละหลอดที่
ใหคาการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร  และนํามาหาปริมาณโปรตีนตามวิธีในขอ 3.3.2.5 และหา
ปริมาณแอนติบอดีตามวิธีขอ 3.3.10.3  
 
  3.3.10.3 การหาปริมาณแอนติบอดี 
   นําโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ทําใหบริสุทธิ์โดยโปรตีนเอไปวัดคาดูด
กลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร ดวยเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอร จากนั้นนําคาดูดกลืนแสงที่ไดมา
คํานวณหาปริมาณแอนติบอดีไดจากสูตร (Johnstone และ Thorpe, 1987) 
   

 IC50 ของสารที่ใชแยงจับ 
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ความเขมขนของแอนติบอดี   =    คาดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร        x   10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร
  
 

หมายเหตุ : คา extinction coefficient ของ IgG เทากับ 13.6 
 
  หาปริมาณแอนติบอดีในอาหารที่ไดจากการเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาโดยหา

จากกราฟมาตราฐานแอนติบอดีบริสุทธิ์ (ภาคผนวก ก.2) ที่ความเขมขนตางๆโดยวิธี indirect 
ELISA และหาปริมาณโปรตีนในอาหารที่ไดจากการเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาโดยวิธี Lowry  

 
3.3.11 การหาความบริสุทธ์ิของโมโนโคนอลแอนติบอดีกอนและหลังจากทําใหบริสุทธ์ิ 
  

3.3.11.1 หาความบริสุทธิ์ของแอนติบอดีโดยวิธีพอลิอะคริละไมด เจล อิเล็ก
โทรฟอเรซีสแบบเอสดีเอส ( SDS-PAGE )  
  การเตรียมพอลิอะคริละไมด เจล ชนิดแผน 
  เตรียมเจลโดยใชกระจก 2 แผน มีแผนพลาสติก (spacer) หนา 1.5

มิลลิเมตร  ประกอบเปนแมพิมพ นํา separating gel 10 เปอรเซ็นต ปริมาตร 8 มิลลิลิตร (ภาคผนวก 
ข.5) เทลงในกระจกแมพิมพอยางชาๆระวังไมใหเกิดฟองอากาศ ปรับผิวหนาเจลใหเรียบดวยน้ํา
กล่ัน ตั้งทิ้งไวจนกระทั่งแผนเจลแข็งตัว ประมาณ 1 ช่ัวโมง เทน้ํากลั่นสวนบนทิ้ง จากนั้นเทสาร
ละลาย stacking gel 5 เปอรเซ็นต ปริมาตร 2 มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข.5) ใสแมพิมพชองเจล (comb) 
ทิ้งใหเจลแข็งตัว ประมาณ 1 ช่ัวโมง 

การเตรียมสารละลายตัวอยาง 
  เตรียมสารละลายตัวอยางเขมขน 250 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร นําสาร

ละลายตัวอยางและสารละลายโปรตีนมาตรฐาน 20 ไมโครลิตร ผสมกับ สียอมโปรตีนที่มีเอสดีเอส 
(ภาคผนวก ข.5) 20 ไมโครลิตร จากนั้นนําไปตมในน้ําที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 
นาที ทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภูมิหองแลวจึงนําไปหยดลงในชองเจล ตัวอยางละ 40 ไมโครลิตรตอชอง 

โปรตีนมาตรฐานที่ใช ไดแก β-galactosidase (น้ําหนักโมเลกุล 117 
กิโลดอลตัน) BSA (น้ําหนักโมเลกุล 85 กิโลดอลตัน) OVA (น้ําหนักโมเลกุล 49 กิโลดอลตัน) 
Carbonic anhydrase (น้ําหนักโมเลกุล 34 กิโลดอลตัน) β-lactoglobulin (น้ําหนักโมเลกุล 25 
กิโลดอลตัน) Lysozyme (น้ําหนักโมเลกุล 19 กิโลดอลตัน) 

   
 
 

คา extinction coefficient ที่ 280 นาโนเมตร 
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  การทําอิเล็กโทรฟอเรซีส 
  นําแผนเจลที่เตรียมประกอบเขากับชุดทําอิเล็กโทรฟอเรซีส บรรจุลงใน

อางบัฟเฟอรที่มี running buffer (ภาคผนวก ข.5) ตอข้ัวไฟฟาเขากับเครื่องจายไฟฟา (power supply) 
ผานกระแสไฟฟา 100 โวลต เปนเวลา 90 นาที จึงทําการหยุดกระแสไฟฟา 

  การยอมสีโปรตีนในแผนพอลิอะคริละไมดเจล 
  นําแผนเจลที่ผานขั้นตอนการทําอิเล็กโทรฟอเรซีส ไปยอมในสารละลายคู

มาซี บริลเลียนท บลู อาร 250 (ภาคผนวก ข.5) เปนเวลา 20 นาที ลางสีออกโดยแชในน้ํายาลางสี
ยอมโปรตีน (destaininng solution) (ภาคผนวก ข.5) จนกระทั่งเห็นแถบสีโปรตีนชัดเจน 

 
3.3.11.2 หาความบริสุทธิ์ของแอนติบอดีจากการหาปริมาณโปรตีนและแอนติบอดี 

  นําคาการหาปริมาณโปรตีนกอนและหลังทําใหบริสุทธิ์มาทําการเปรียบ
เทียบกับคาการหาปริมาณแอนติบอดีที่ไดจากขอ 3.3.10.3 คิดเปนเปอรเซ็นตบริสุทธิ์ดังสูตร 

 
เปอรเซ็นตบริสุทธิ์  =    ความเขมขนของแอนติบอดี 

                   ความเขมขนของโปรตีนกอน 
 
3.3.12  การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังทําใหบริสุทธ์ิ 
 นําโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ทําใหบริสุทธิ์แลว มาทดสอบความไวดวยวิธี 

competitive indirect ELISA ตามขั้นตอนในขอ 3.3.9.3 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

x 100 



ก) 

บทที่  4 

ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 
 
4.1  การสังเคราะหสาร CPAOZ 
  

สาร AOZ เปนสารที่มีโมเลกุลขนาดเล็กมากทําใหไมสามารถกระตุนระบบภูมิคุมกันใน
สัตวทดลองใหสรางแอนติบอดีได ดังนั้น จึงตองทําการเชื่อมสารใหติดกับโปรตีนพาหะเพื่อใหมี
ขนาดโมเลกุลใหญขึ้นระบบภูมิคุมกันของสัตวทดลองสามารถรับรูและสรางแอนติบอดีตอสารนั้น
ได ดังนั้น จึงทําการสังเคราะหสาร CPAOZ ซ่ึงมีลักษณะโครงสรางคลายกับสาร NPAOZ ซ่ึงเปน
อนุพันธของ AOZ ที่ใชในการตรวจวิเคราะหทางเคมี และมีหมูคารบอกซิลิกซึ่งสามารถใชเชื่อมกับ
โปรตีนพาหะได ผลที่ไดจากการวิเคราะหสารที่สังเคราะหโดยวิธี  Thin layer chromatography 
(TLC) แสดงดังรูปที่ 4.1 และนํามาคํานวณคาเคลื่อนที่สัมพัทธ (Rf) ไดคาดังตารางที่ 4.1 เปรียบ
เทียบคา Rf ที่ได กับของ Copper และคณะ  (2004)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.1 โครมาโทแกรมจากการวิเคราะหดวย TLC ของสารตางๆในการสังเคราะห CPAOZ , ก) 

ยอมดวยสารนินไฮดริน ข) สองภายใตแสงอัลตราไวโอเลต โดยที่ชองที่ 1 คือ 3-
carboxybenzaldehyde(CBA), 2 คือ AOZ, 3 คือไพริดีน (pyridine), 4 คือ ตัวอยางกอน
ทํารีฟลัค, 5 คือ ตัวอยางหลังทํารีฟลัค และ 6 คือ ตัวอยางทํารีฟลัคและใหแหงโดยแกส
ไนโตรเจน 

 
 

ข) 
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ตารางที่ 4.1 คา Rf ของสารตางๆในการสังเคราะห CPAOZ 
 

คา Rf 
การทดลองนี้ Copper และคณะ (2004) สาร 

ยอมดวยนิน
ไฮดริน 

ดูภายใตแสง
อัลตราไวโอเลต 

ยอมดวยนิน
ไฮดริน 

ดูภายใตแสง
อัลตราไวโอเลต 

CBA - 0.08 - 0.11 
AOZ 0.18 - 0.27 - 

CPAOZ - - - 0.03 
ไพริดีน - 0.55 - - 

- 0.03 
- 0.09 

0.18 - 
ตัวอยางกอนทําการไหล

กลับดวยไพริดีน 
- 0.53 

- - 

- 0.03 
0.18 - 

ตัวอยางหลังทําการไหล
กลับดวยไพริดีน 

- 0.53 
- - 

- 0.03 ตัวอยางหลังทําใหแหง
โดยแกสไนโตรเจน 0.18 - 

- - 

 
จากการคํานวณคา Rf ของผลิตภัณฑสุดทายที่ไดหลังจากการทําใหแหงโดยแก็สไนโตรเจน 

พบวามีคาเทากับ 0.03 และ 0.18 เมื่อเปรียบเทียบคา Rf  ที่ไดดังกลาวกับคา Rf ของสารตางๆใน
ปฏิกิริยาสรุปไดวา นาจะเปนสาร CPAOZ และ AOZ ตามลําดับ และเมื่อทําการเปรียบเทียบคา Rf  
ของสาร CPAOZ ในการทดลองนี้กับของ Cooper และคณะ(2004) พบวาใหคาเทากันแสดงวา
สามารถทําการเตรียมสาร CPAOZ ไดสําเร็จ อยางไรก็ตาม ยังสามารถตรวจพบ AOZ ในปริมาณ
นอยได ทั้งนี้เนื่องจากในการสังเคราะหนั้นไดใชสาร AOZ ปริมาณมากเกินพอในการทําปฏิกิริยา
กับสาร CBA ทําใหพบสาร AOZ เหลืออยูจากการทําปฏิกิริยา   
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รูปที่ 4.2   สเปกตรัมแสดงน้ําหนักโมเลกุลของสารผลิตภัณฑจากการสังเคราะห CPAOZ โดยวิธี   

MALDI-TOF/MS 
 

นอกจากนี้ยังไดทําการวิเคราะหหาน้ําหนักโมเลกุลของสารผลิตภัณฑที่ไดจากการ
สังเคราะหดวยวิธี MALDI-TOF/MS พบวาสารมีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 267.95 (ดังรูปที่ 4.2) ซ่ึง
เมื่อนําไปเปรียบเทียบกับน้ําหนักโมเลกุลที่ไดจากการคํานวณจากสูตรโครงสรางทางเคมีซ่ึงมีคาเทา
กับ 234.25 พบวาใกลเคียงกัน แสดงวาผลิตภัณฑที่สังเคราะหไดคือสาร CPAOZ 
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4.2 การเตรียมแอนติเจน 
  

ทําการเชื่อมสาร CPAOZ และ AOZ กับ โปรตีนพาหะ โดยใชสารเชื่อมติดตางๆ ซ่ึงโปรตีน
พาหะที่ใชไดแก BSA ed-BSA และ OVA โดยสารที่เชื่อมติดกับ BSA และ ed-BSA จะใชเปน
แอนติเจนสําหรับฉีดกระตุนในสัตวทดลองเพื่อใหสรางแอนติบอดี สําหรับสารที่เชื่อมติดกับ OVA 
จะใชเปนแอนติเจนในการทํา ELISA เพื่อใชคัดกรองแอนติบอดีที่สามารถจับกับ CPAOZ หรือ 
AOZ เทานั้น  

 
4.2.1  การหาปริมาณโปรตีนของโปรตีนเชื่อมติด 

เมื่อทําการเชื่อมสารกับโปรตีนพาหะ นําไปหาโปรตีนโดยวิธี Lowry เทียบกับกราฟ
โปรตีนมาตรฐาน (BSA) (ภาคผนวก ข)  ไดปริมาณโปรตีน ดังตารางที่ 4.2 

 
ตารางที่ 4.2 ปริมาณโปรตีนของโปรตีนพาหะที่เชื่อมตอกับสาร 
 

โปรตีนเชื่อมติด ปริมาณโปรตีน 
(มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) สารที่ใชในการเชื่อมติด 

CPAOZ-ed-BSA 3.1 EDC 
CPAOZ-OVA 2.4 EDC 
AOZ-glu-ed-BSA 3.0 Glutaraldehyde 
AOZ-glu-OVA 3.85 Glutaraldehyde 
AOZ-BSA 9.0 EDC และ NHS 
AOZ-OVA 9.0 EDC และ NHS 
AOZ-BSA 9.8 EDC 
AOZ-OVA 9.9 EDC 
 

จากการหาปริมาณโปรตีนของโปรตีนเชื่อมติด สามารถนําความเขมขนโปรตีนมาหา
เปอรเซ็นตการเชื่อมติดโดยวิธี TNBS และคํานวณความเขมขนที่ใชในการฉีดกระตุนในสัตว
ทดลองใหสรางแอนติบอดีตอสารที่ตองการได 
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4.2.2 การหาเปอรเซ็นตการเชื่อมติดโดยวิธี TNBS 
2,4,6-Trinitrobenzene Sulfonic Acid (TNBS) เปนสารที่มีความไวและรวดเร็วในการ

วิเคราะหหาหมูเอมีนได จากการวัดคาการดูดกลืนแสงของปฏิกิริยา TNBS ตอโปรตีนมาตรฐาน 
BSA ความเขมขน 250 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตั้งแตชวงความยาวคลื่น 260 ถึง 800 นาโนเมตร 
(ดังรูปที่ 4.3) พบวาสามารถวัดคาดูดกลืนแสงมากที่สุดไดที่ 335 และ 420 นาโนเมตร  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.3 สเปกตรัมผลิตภัณฑจากปฏิกิริยา TNBS กับโปรตีนมาตรฐาน BSA ความเขมขน 250 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ชวงความยาวคลื่น 260 – 800 นาโนเมตร 
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จากการทําปฏิกิริยา TNBS สามารถคํานวณเปอรเซ็นตการเชื่อมติด (% cross link) ของ
โปรตีนเชื่อมติดตางๆได (ตารางที่ 4.3) พบวา CPAOZ-ed-BSA CPAOZ-OVA AOZ-glu-ed-BSA 
และ AOZ-glu-OVA คาเปอรเซ็นตการเชื่อมติดเทากับ 40.34,  34.01,  81.42 และ 28.30 ตามลําดับ 
แสดงวาสามารถนําโปรตีนดังกลาวมาใชในการฉีดกระตุนสัตวทดลองและใชสําหรับ ELISA ได 
และยืนยันการเชื่อมติดโดยการหาน้ําหนักโมเลกุลที่เพิ่มขึ้นโดยวิธี MALDI-TOF/MS สวน AOZ-
BSA และ AOZ-OVA ไมสามารถวัดเปอรเซ็นตการเชื่อมติดไดเนื่องจากการเชื่อมติดสาร AOZ ใช
หมูเอมีนของ AOZ เชื่อมติดกับหมูคารบอกซิลิกของโปรตีนพาหะ ซ่ึงวิธี TNBS เปนวิธีวัดหมูเอมีน
บนโปรตีน แตสามารถวัดการเชื่อมติดไดโดยหาน้ําหนักโมเลกุลโดยวิธี MALDI-TOF ได  
 
ตารางที่ 4.3 เปอรเซ็นตการเชื่อมติด (% cross link) ของโปรตีนเชื่อมติด คํานวณโดยวิธี TNBS 
 

โปรตีนเชื่อมติด เปอรเซ็นตการเชื่อมติด 
(% cross link ) สารที่ใชในการเชื่อมติด 

CPAOZ-ed-BSA 40.34 EDC 
CPAOZ-OVA 34.01 EDC 
AOZ-glu-ed-BSA 81.42 Glutaraldehyde 
AOZ-glu-OVA 28.30 Glutaraldehyde 
AOZ-BSA ND EDC และ NHS 
AOZ-OVA ND EDC และ NHS 
AOZ-BSA ND EDC 
AOZ-OVA ND EDC 
หมายเหตุ  ND (non-detectable) หมายถึง ไมสามารถวัดได  
 
 4.2.3  การทดสอบการเชื่อมติดของสารกับโปรตีนพาหะโดยวิธี MALDI-TOF/MS 
  วิธี MALDI-TOF/MS เปนวิธีในการหาน้ําหนักโมเลกุล ซ่ึงสามารถนํามาใชในการ
หาการเชื่อมติดของสารเขากับโปรตีนพาหะได สามารถนําน้ําหนักโมเลกุลกอนและหลังทําการ
เชื่อมติด ดังรูปผนวกที่ ก.1 – ก.9 มาคํานวณหาอัตราสวนในการเชื่อมติด ไดผลดังตารางที่ 4.4 
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ตารางที่ 4.4 อัตราสวนการเชื่อมติดของสารเขากับโปรตีนพาหะคํานวณจากน้ําหนักโมเลกุล 
 

โปรตีนเชื่อมติด น้ําหนักโมเลกุล 
อัตราสวนการเชื่อมติดของสาร  

(โมเลกุลของสารตอโมเลกุลของ
โปรตีนพาหะ) 

สารที่ใชในการ
เชื่อมติด 

BSA 67020.627 - - 
OVA 44757.791 - - 
ed-BSA 67268.229 1.86 EDC 
CPAOZ-ed-BSA 70476.041 13.69 EDC 
CPAOZ-OVA 44642.017 < 1 EDC 
AOZ-glu-ed-BSA ND - Glutaraldehyde 
AOZ-glu-OVA 45579.843 4.05 Glutaraldehyde 
AOZ-BSA 72007.780 48.47 EDC และ NHS 
AOZ-OVA - - EDC และ NHS 
AOZ-BSA 68160.898 11.17 EDC 
AOZ-OVA 45068.234 3.04 EDC 
หมายเหตุ ND (non-detectable) หมายถึงไมสามารถวัดได  
 
 จากการหาน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนเชื่อมติด CPAOZ-ed-BSA, AOZ-glu-OVA, AOZ-
BSA, AOZ-OVA (ใชสาร EDC ในการเชื่อมติด) พบวามีน้ําหนักโมเลกุลเพิ่มขึ้นแสดงวามีสารเชื่อม
ติดที่โมเลกุลของโปรตีน ดังนั้นจึงสามารถนําแอนติเจนขางตนมาทําการฉีดกระตุนสัตวทดลองและ
นํามาใชในการทํา ELISA  สําหรับ CPAOZ-OVA พบวามีน้ําหนักโมเลกุลเทาเดิมแสดงวาไมมีสาร
เชื่อมติดกับโมเลกุลของโปรตีนซึ่งมีผลขัดแยงกับการวัดการเชื่อมติดโดยวิธี TNBS ซ่ึงใหผลการ
เชื่อมติด 34 เปอรเซน็ต ดังนั้น จึงนํามาโปรตีนเชื่อมติดมาทดสอบโดยวิธี ELISA โดยนํา CPAOZ-
OVA เคลือบบนหลุม 96 หลุม และทําปฏิกิริยากับซีรัมจากหนูทดลองที่ฉีดกระตุนดวย CPAOZ-ed-
BSA พบใหผลเปนบวกตอ CPAOZ-OVA ที่เคลือบบนหลุม 96 หลุม และใหผลเปนลบตอ OVA ที่
เคลือบบนหลุม 96 หลุม  แสดงวามีสาร CPAOZ เชื่อมติดบนโมเลกุลของโปรตีน OVA ดังนั้น จึง
สามารถนํา CPAOZ-OVA มาใชในการทํา ELISA ได  สวน AOZ-glu-ed-BSA และ  AOZ-OVA 
(ใชสาร EDC และ NHS ในการเชื่อมติด) เมื่อนํามาหาน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนโดยวิธี MALDI-
TOF พบวาไมสามารถหาน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนได ดังนั้น จึงนํา AOZ-glu-ed-BSA และ 
AOZ-OVA (ใชสาร EDC และ NHS ในการเชื่อมติด) มาทดสอบโดยวิธี ELISA โดยทําปฏิกิริยากับ
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ซีรัมจากหนูทดลองที่ฉีดกระตุนดวย CPAOZ-ed-BSA และ AOZ-BSA ตามลําดับ พบวาใหผลเปน
บวก แสดงวามีสารเชื่อมติดกับโมเลกุลของโปรตีนพาหะ ฉะนั้นจึงสามารถนํามาใชในฉีดกระตุน
สัตวทดลองและใชในการทํา ELISA ได 
 
4.3  การกระตุนภูมิคุมกันของหนูใหสรางแอนติบอดีตอแอนติเจนท่ีฉีด 
 นําแอนติเจนที่เตรียมไดมาทําการฉีดกระตุนหนูทดลอง และเมื่อฉีดกระตุนระบบภูมิคุมกัน
คร้ังที่ 3 ทําการเจาะเลือดหนูและนําซีรัมมาหาระดับแอนติบอดีโดยวิธี indirect ELISA โดยหนูที่ให
ระดับแอนติบอดีที่สูงจึงนํามาทําการหลอมรวมเซลลเพื่อใหไดไฮบริโดมาตอไป จากการทดลองได
ทําการฉีดกระตุนหนูทั้ง 16 ตัว ซ่ึงมี 12 ตัวเปนหนูสายพันธุ BALB/c และอีก 4 ตัวเปนหนูสายพันธุ 
ICR ทําการหาระดับแอนติบอดี และทําการหลอมรวมเซลลดังตารางที่ 4.5 
 
ตารางที่ 4.5 ระดับแอนติบอดีของหนูแตละตัวและการหลอมรวมเซลล 
หนู
ตัวที่ 

สาย
พันธุ แอนติเจนที่ฉีด แอนติเจนที่ใช

เคลือบใน 96 หลุม
ระดับ
แอนติบอดี 

การหลอมรวม
เซลล คร้ังที่ 

1 BALB/c CPAOZ-ed-BSA CPAOZ-OVA 1:16000 1 
2 BALB/c CPAOZ-ed-BSA CPAOZ-OVA 1:32000 2 
3 BALB/c CPAOZ-ed-BSA CPAOZ-OVA 1:16000 ตาย 
4 BALB/c CPAOZ-ed-BSA CPAOZ-OVA 1:512000 3 
5 BALB/c CPAOZ-ed-BSA CPAOZ-OVA 1:2048000 5 
6 BALB/c CPAOZ-ed-BSA CPAOZ-OVA 1:64000 4 
7 BALB/c AOZ-glu-ed-BSA AOZ-glu-ed-BSA 0 - 
8 BALB/c AOZ-glu-ed-BSA AOZ-glu-ed-BSA 0 - 
9 BALB/c AOZ-glu-ed-BSA AOZ-glu-ed-BSA 1:32000 6 
10 ICR AOZ-glu-ed-BSA AOZ-glu-ed-BSA 1:32000 7 
11 ICR AOZ-glu-ed-BSA AOZ-glu-ed-BSA 1:32000 - 
12 ICR AOZ-BSA (EDC/NHS) AOZ-BSA 1:16384000* 8 
13 ICR AOZ-BSA (EDC/NHS) AOZ-BSA 1:16384000* 9 
14 BALB/c CPAOZ-ed-BSA CPAOZ-OVA 1:512000* 10 
15 BALB/c AOZ-BSA (EDC) AOZ-OVA (EDC) 1:64000* 12 
16 BALB/c AOZ-BSA (EDC) AOZ-OVA (EDC) 1:512000* 11 

หมายเหตุ * ลางจานเพาะเลี้ยงเซลล 96 หลุมสําหรับทํา ELISA ดวย PBS ที่มี tween 20 ความเขมขน 
0.05 เปอรเซ็นต 



 46

 
 เมื่อนําซีรัมของหนูตัวที่ 1-6 และ 14 ซ่ึงฉีดกระตุนดวย CPAOZ-ed-BSA มาทดสอบจับกับ
สารในรูปอิสระโดยวิธี competitive ELISA จากผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 4.6 พบวาการฉีด
กระตุนหนูดวย CPAOZ-ed-AOZ สามารถกระตุนใหหนูสรางแอนติบอดีตอสาร CPAOZ และ 
NPAOZ ในรูปอิสระได สําหรับสาร AOZ ในรูปอิสระนั้น แอนติบอดีมีความสามารถในการจับได
เชนกันแตมีความสามารถในการจับสารในรูปอิสระ AOZ นอยกวาสาร CPAOZ และ NPAOZ 
 
ตารางที่ 4.6 การทดสอบซีรัมของหนูที่ฉีดกระตุนดวย CPAOZ-ed-BSA ตอสารในรูปอสิระโดยวิธี 
Competitive ELISA 
 

คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 
หนูตัวที่ ภาวะการทดสอบ 

1 2 3 4 5 6 14 
ซีรัม 1.214 1.313 1.692 2.275 0.839 0.756 0.734 
ซีรัมที่เติม CPAOZ 
100 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร 

0.193 0.297 0.268 0.807 0.127 0.121 0.091 

ซีรัมที่เติม NPAOZ 
100 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร 

- - - - 0.165 0.194 0.116 

ซีรัมที่เติม AOZ 
100 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร 

- - - 0.463 0.489 0.389 0.562 

ตัวควบคุมลบ 0.081 0.081 0.081 0.087 0.098 0.098 0.088 
หมายเหตุ  เคลือบจานเพาะเลี้ยงเซลลสําหรับทํา ELISA ดวย CPAOZ-OVA ปริมาณ 3 ไมโครกรัม

ตอมิลลิลิตร 
 ตัวควบคุมลบ คือ ซีรัมของหนูกอนทําการฉีดกระตุน 

  
จากตารางที่ 4.5 พบวาหนูตัวที่ 7 และ 8 ซ่ึงฉีดกระตุนดวย AOZ-ed-BSA ไมสามารถ

กระตุนใหหนูสรางแอนติบอดีตอแอนติเจนที่ฉีดได สวนหนูตัวที่ 9, 10 และ 11 สามารถสราง
แอนติบอดีตอ AOZ-ed-BSA ได ดังนั้นจึงนําซีรัมของหนูที่ 9 มาทดสอบจับกับสารในรูปอิสระโดย
วิธี competitive ELISA จากตารางที่ 4.7 พบวาหนูที่ฉีดกระตุนดวย AOZ-ed-BSA ไมสามารถสราง
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แอนติบอดีที่สามารถจับกับสาร AOZ และ CPAOZ ในรูปอิสระได แตสามารถจับกับสาร NPAOZ 
ในรูปอิสระไดเพียงเล็กนอย ซ่ึงซีรัมของหนูตัวที่ 10 และ 11 ใหผลเชนเดียวกัน ดังนั้น จึงไดทําการ
ทดสอบหลอมรวมเซลลหนูตัวที่ 9 และ 10 

 
ตารางที่ 4.7 การทดสอบแอนติบอดีของหนูที่ 9 ซ่ึงฉีดกระตุนดวย AOZ-glu-BSA (ใช 
glutaraldehyde เปนสารในเชื่อมติด) ตอสารในรูปอิสระโดยวิธี Competitive ELISA 

 

ภาวะการทดสอบ 
คาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 492 

นาโนเมตร 
ซีรัมเจือจาง 500 เทาใน PBS 1.849 
ซีรัมเจือจาง 500 เทาใน BSA 0.912 
ซีรัมเจือจาง 500 เทาใน BSA และเติม AOZ 100 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 0.928 

ซีรัมเจือจาง 500 เทาใน BSA และเติม NPAOZ 100 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 0.722 

ซีรัมเจือจาง 500 เทาใน BSA และเติม CPAOZ 100 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 0.963 

ตัวควบคุมลบ 0.064 
ตัวควบคุมบวก 1.299 

หมายเหตุ ตัวควบคุมลบ คือ ซีรัมของหนูกอนทําการฉีดกระตุนเจือจาง 500 เทา 
  ตัวควบคุมบวกคือ ซีรัมของหนูตัวที่ 5 เจือจาง 4000 เทา 
  เคลือบ 96 หลุมดวย AOZ-ed-BSA ความเขมขน 3 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
 

นําซีรัมของหนูที่ฉีดกระตุนดวย AOZ-BSA (ใช EDC และ NHS เปนสารในการเชื่อมติด) 
ทดสอบกับสารในรูปอิสระโดยวิธี competitive ELISA (ตารางที่4.8) พบวาหนูสรางแอนติบอดีตอ 
AOZ-BSA ไดและไมทําปฏิกิริยากับ BSA แตไมสามารถจับกับสาร CPAOZ, NPAOZ หรือ AOZ 
ในรูปอิสระได  จากผลการทดสอบการเชื่อมติด AOZ กับ BSA (ใช EDC และ NHS เปนสารเชื่อม
ติด)โดยวิธี MADLI-TOF/MS พบวามีสาร AOZ ประมาณ 47 โมเลกุลตอโมเลกุลของโปรตีนซึ่งมี
ปริมาณสาร  AOZ เชื่อมติดสูงและระดับแอนติบอดีของหนูมีระดับแอนติบอดีสูง ดังนั้น จึงไดทํา
การทดสอบหลอมรวมเซลลเพื่อใหไดโมโนโคลนมาทดสอบตอไป  
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ตารางที่ 4.8 การทดสอบแอนติบอดีของหนูที่ฉีดดวย AOZ-BSA (ใช EDC และ NHS เปนสารใน
การเชื่อมติด) ตอสารในรูปอิสระโดยวิธี Competitive ELISA 

คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  
492  นาโนเมตร 

หนูตัวที่ 
ภาวะการทดสอบ 

12 13 
ซีรัม 1.640 1.898 
ซีรัมที่เติม CPAOZ 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 1.591 1.795 
ซีรัมที่เติม NPAOZ 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 1.583 1.840 
ซีรัมที่เติม AOZ 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 1.508 1.743 
ตัวควบคุมลบ 0.099 0.099 
หมายเหตุ  เคลือบ 96 หลุมดวย AOZ- BSA (ใช EDC และ NHS เปนสารในการเชื่อมติด) ความเขม-

ขน 3 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
 
นําซีรัมของหนูที่ฉีดกระตุนดวย AOZ-BSA (ใช EDC เปนสารในการเชื่อมติด) นําซีรัมของ

หนูมาทดสอบจับกับสารในรูปอิสระโดยวิธี competitive ELISA (ตารางที่ 4.9)   พบวาหนูสามารถ
สรางแอนติบอดีที่สามารถจับกับ NPAOZ ในรูปอิสระได แตไมสามารถจับกับสาร AOZ และ 
CPAOZ ในรูปอิสระได ดังนั้น จึงไดทําการหลอมรวมเซลลหนูตวัที่ 15 และ 16 
 
ตารางที่ 4.9 การทดสอบแอนติบอดีของหนูที่ฉีดดวย AOZ-BSA(ใช EDC เปนสารในการเชื่อมติด) 
ตอสารในรูปอิสระโดยวิธี Competitive ELISA 

คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  
492  นาโนเมตร 

หนูตัวที่ 
ภาวะการทดสอบ 

15 16 
ซีรัม 1.355 1.446 
ซีรัมที่เติม CPAOZ 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 1.236 1.221 
ซีรัมที่เติม NPAOZ 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 0.929 0.948 
ซีรัมที่เติม AOZ 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 1.407 1.429 
ตัวควบคุมลบ 0.065 0.065 
หมายเหตุ  เคลือบ 96 หลุมดวย AOZ-OVA ความเขมขน 3 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  
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4.4 การหลอมรวมเซลล 

 
4.4.1 ผลการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 1-4 

หลังจากทําการหลอมรวมเซลลมามของหนูกับเซลลมัยอีโลมา โดยภายหลังการ
หลอมรวมเซลลแลวประมาณ 1 สัปดาห นํามาตรวจดูดวยกลองจุลทรรศนชนิดหัวกลับ   ( inverted 
microscope) พบวาเซลลมามและเซลลมัยอีโลมาที่ไมหลอมรวมไมเจริญ และพบเซลลไฮบริโดมามี
ลักษณะเปนโคโลนีขนาดเล็กในหลุม โดยพบโคโลนีของเซลลไฮบริโดมาในการหลอมรวมเซลล
คร้ังที่ 1-3 มีเซลลเจริญประมาณ 10 เปอรเซ็นต ของหลุมทั้งหมดที่ทําการแบงเล้ียง และหลอมรวม
เซลลคร้ังที่ 4 มีเซลลเจริญประมาณ 50 เปอรเซ็นต เมื่อโคโลนีมีขนาดประมาณ 25 เปอรเซ็นตของ
หลุม นําอาหารเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาแตละหลุมมาทําการทดสอบหาแอนติบอดีโดยใช CPAOZ-
OVA ในการทดสอบโดยวิธี indirect ELISA ผลที่ไดคือไมพบเซลลที่สรางแอนติบอดีตอ CPAOZ 
และ NPAOZ ได 
  

4.4.2  ผลการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 5 
หลังจากทําการหลอมรวมเซลล พบเซลลไฮบริโดมามีลักษณะเปนโคโลนีขนาดเล็ก

เจริญในหลุมประมาณ 70 เปอรเซ็นต ของหลุมทั้งหมด และเมื่อนําอาหารเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาแต
ละหลุมมาทําการทดสอบหาแอนติบอดีตอ NPAOZ โดยใช CPAOZ-OVA ความเขมขน 3 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรโดยการทดสอบโดยวิธี indirect ELISA พบวามีเซลลไฮบริโดมาสามารถ
สรางแอนติบอดีที่สามารถจับกับ CPAOZ-OVA ที่เคลือบบนหลุม 96 หลุมได และมีเซลลเปน
จํานวนมาก ดังนั้นจึงไดทําการยายเซลลไฮบริโดมาจากจานเพาะเลี้ยงเซลล 96 หลุม ไปยังจานเพาะ
เล้ียงเซลล 24 หลุม ปรากฏวามีเพียง 2 โคลนเทานั้นที่ยังคงสามารถเจริญไดคือ โคลน 2/H11 และ 
9/C7 จึงไดนําอาหารเลี้ยงเซลลมาทดสอบการจับกับสารในรูปอิสระโดยวิธี competitive ELISA (ตา
รางที่ 4.10) โดยใช CPAOZ-OVA, AOZ-glu-ed-BSA และ BSA เคลือบบนหลุม 96 หลุม พบวา
โคลน 2/H11 สามารถจับกับสาร CPAOZ, NPAOZ และ AOZ ในรูปอิสระได และโคลน 9/C7 
สามารถจับกับสาร CPAOZ และ NPAOZ ในรูปอิสระได ดังนั้นจําทําการโคลนเซลลใหเปนโมโน
โคลนไดทั้งหมด 12 โคลนแสดงดังตารางที่ 4.11 
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ตารางที่ 4.10 การทดสอบแอนติบอดีของโคลน 2/H11 และ 9/C7 ตอสารในรูปอิสระโดยวิธี 
Competitive ELISA 

คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร 
แอนติเจนที่ใชเคลือบบน 96 หลุม (3 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร) 

รหัสโคลน ภาวะการทดสอบ 

CPAOZ-OVA AOZ-glu-ed-BSA BSA 
อาหารเลี้ยงเซลล 1.299 1.654 0.061 
อาหารเลี้ยงเซลลเจือจาง 2 เทา 1.248 1.646 0.064 
อาหารเลี้ยงเซลลเจือจาง 2 เทา 
ผสมกับ CPAOZ 100 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

0.061 0.132 0.069 

อาหารเลี้ยงเซลลเจือจาง 2 เทา 
ผสมกับ NPAOZ 100 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

0.183 0.458 0.054 
2/H11 

อาหารเลี้ยงเซลลเจือจาง 2 เทา 
ผสมกับ AOZ 100 ไมโครกรัม
ตอมิลลิลิตร 

0.641 1.825 0.054 

อาหารเลี้ยงเซลล 1.092 0.594 0.095 
อาหารเลี้ยงเซลลเจือจาง 2 เทา 1.041 0.571 0.067 
อาหารเลี้ยงเซลลเจือจาง 2 เทา 
ผสมกับ CPAOZ 100 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

0.198 0.120 0.067 

อาหารเลี้ยงเซลลเจือจาง 2 เทา 
ผสมกับ NPAOZ 100 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

0.480 0.165 0.066 
9/C7 

อาหารเลี้ยงเซลลเจือจาง 2 เทา 
ผสมกับ AOZ 100 ไมโครกรัม
ตอมิลลิลิตร 

0.901 0.579 0.086 

ตัวควบคุมบวก 1.030 1.554 1.351 
ตัวควบคุมลบ 0.068 0.087 0.051 

หมายเหตุ ตัวควบคุมบวก คือ ซีรัมของหนูตัวที่ 5 ความเจือจาง 4000 เทา 
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ตารางที่ 4.11 สรุปโมโนโคลนจากการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 5 

 
ลําดับที่ รหัสโคลน รหัสโคลนอยางยอ 

1 9/C7/B3/C3 CPAOZ#1 
2 9/C7/B3/D5 CPAOZ#2 
3 9/C7/B3/F2 CPAOZ#3 
4 9/C7/H10/B12 CPAOZ#4 
5 9/C7/H10/C8 CPAOZ#5 
6 9/C7/H10/F10 CPAOZ#6 
7 2/H11/B6/H4/C8/G12/G8 CPAOZ#7 
8 2/H11/D5/G10/D7/F8/C11 CPAOZ#8 
9 2/H11/E5/C4/C1/F3/E4 CPAOZ#9 
10 2/H11/E5/H4/C8/F8/D8 CPAOZ#10 
11 2/H11/F9/G8/B2/G2/G4 CPAOZ#11 
12 2/H11/F9/H10/B8/B8/C10 CPAOZ#12 

 
 

4.4.3  ผลการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 6 
หลังจากทําการหลอมรวมเซลลพบเซลลไฮบริโดมาเจริญประมาณ 80 เปอรเซ็นต 

ของหลุมทั้งหมด และเมื่อนําอาหารเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาแตละหลุมมาทําการทดสอบหาแอนติบอดี
ตอ AOZ โดยใช AOZ-BSA (ใช EDC และ NHS เปนสารในการเชื่อมติด) ในการทดสอบโดยวิธี 
indirect ELISA ผลที่ไดคือใหผลบวกเปนจํานวนมากจึงไดทําการยายจากจานเพาะเลี้ยงเซลล 96 
หลุม ไปยังจานเพาะเลี้ยงเซลล 24 หลุม ปรากฏวามีเพียง 1 โคลนเทานั้นที่ยังคงสามารถเจริญไดคือ 
โคลน 3/D9 นําอาหารเลี้ยงเซลลในจานเพาะเลี้ยงเซลล 24 หลุม นํามาทดสอบกับสารในรูปอิสระ
โดยวิธี competitive ELISA ไดผลดังแสดงในตารางที่ 4.12 ซ่ึงสามารถจับกับสาร NPAOZ และ 
CPAOZ ในรูปอิสระได ดังนั้นจึงไดทําการโคลนเซลลใหเปนโมโนโคลน ไดทั้งหมด 2 โคลน คือ
โคลน 3/D9/A3 และ 3/D9/B12 เมื่อนําโมโนโคลนทั้ง 2 มาทําการจับกับสารในรูปอิสระพบวาสูญ
เสียความสามารถจับกับสารในรูปอิสระได จึงไมนํามาศึกษาตอไป 
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ตารางที่ 4.12 การทดสอบแอนติบอดีของโคลน 3/D9 ตอสารในรูปอิสระโดยวิธี Competitive 
ELISA 

คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  
492 นาโนเมตร 

คร้ังที่ 
ภาวะการทดสอบ 

1 2 3 
อาหารเลี้ยงเซลลไมเจือจาง 1.173 0.655 0.724 

อาหารเลี้ยงเซลลเจือจาง 2 เทา 0.559 0.561 0.507 
อาหารเลี้ยงเซลลเจือจาง 2 เทา 

ผสมกับสาร CPAOZ 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร - 0.168 0.234 

อาหารเลี้ยงเซลลเจือจาง 2 เทา 
ผสมกับสาร NPAOZ 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 0.088 0.103 0.191 

อาหารเลี้ยงเซลลเจือจาง 2 เทา 
ผสมกับสาร AOZ 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 0.491 0.458 0.231 

ตัวควบคุมบวก 1.102 0.950 0.989 
ตัวควบคุมลบ 0.102 0.098 0.110 

ตัวควบคุมบวก คือ ซีรัมของหนูที่ฉีดกระตุน AOZ-glu-ed-BSA 
ตัวควบคุมลบ คือ ซีรัมของหนูกอนทําการฉีดกระตุน 
 

4.4.3  ผลการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 7-11 
จากการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 7-9 พบเซลลไฮบริโดมาที่สามารถจับกับแอนติเจนที่

เคลือบบน 96 หลุมได แตเมื่อทดสอบการจับกับสารในรูปอิสระพบวาไมสามารถจับกับสารในรูป
อิสระได สวนการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 10 และ 11 เปอรเซ็นตการหลอมรวมเซลลไดเพียง 10 
เปอรเซ็นต ของหลุมทั้งหมด เมื่อนําอาหารเลี้ยงเซลลมาทําการคัดเลือกโดยวิธี indirect ELISA ผล
คือไมพบเซลลไฮบริโดมาที่สามารถสรางแอนติบอดีตอสารที่ตองการได 

 
4.4.4 ผลการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 12 

จากการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 12 ไดเซลลไฮบริโดมาประมาณ 80 เปอรเซ็นต และมี
เซลลไฮบริโดมาที่สามารถสรางแอนติบอดีจับกับ AOZ-OVA (ใช EDCเปนสารเชื่อมติด) ได แต
เมื่อนํามาทดสอบการจับกับสารในรูปอิสระ โดยวิธี competitive ELISA พบวามีเพียง 3 โคลนคือ 
1/C5, 7/A9 และ 9/F9 สามารถสรางแอนติบอดีที่สามารถจับกับสารในรูปอิสระได (ตารางที่ 4.13) 
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จึงนํามาทําใหเปนโมโนโคลนแตในขั้นตอนการทําใหเปนโมโนโคลน เซลลไฮบริโดมาเจริญแตไม
สามารถสรางแอนติบอดีที่จับกับ AOZ-OVA ไดอีกตอไป 
 
ตารางที่ 4.13 การทดสอบแอนติบอดีของโคลน1/C5, 7/A9 และ 9/F9 ตอสารในรูปอิสระโดยวิธี 

Competitive ELISA 
 

คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร 
เคลือบบน 96 หลุม ดวย AOZ-OVA 
(3 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

รหัสโคลน 
ภาวะการทดสอบ 

1/C5 7/A9 9/F9 
อาหารเลี้ยงเซลล 2.200 1.680 2.631 
อาหารเลี้ยงเซลลเจอจาง 2 เทา 1.924 1.274 2.003 
อาหารเลี้ยงเซลลเจือจาง 2 เทา 
ผสมกับ NPAOZ 5 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร 

1.773 1.049 1.629 

อาหารเลี้ยงเซลลเจือจาง 2 เทา 
ผสมกับ AOZ 5 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร 

1.165 0.897 0.886 

ตัวควบคุมลบ 0.060 0.061 0.059 
 
 
4.5  การศึกษาลักษณะเบื้องตนของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
 4.5.1 การหาความเขมขนของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่เหมาะสมดวยวิธี indirect ELISA  

นําโมโนโคลนมาทําการเลี้ยงเก็บในอาหารเลี้ยงเซลลและเก็บอาหารเลี้ยงเซลล
ประมาณ 100 มิลลิลิตร นําอาหารเลี้ยงเซลลที่เก็บไดมาทําการหาความเขมขนที่เหมาะสมสําหรับ
การทดสอบ competitive ELISA (ตารางที่ 4.14) เลือกคาการดูดกลืนแสงที่ความเจือจางสุดทายใกล
เคียง 1 พบวาทั้ง 12 โคลนไดคาความเจือจางเทากับ 2 เทา นําคาความเจือจางที่ไดไปใชในการหาคา
ความความเขมขนของ CPAOZ-OVA สําหรับเคลือบบนหลุม 96 หลุม และนําไปทดสอบหาสมบัติ
เบื้องตนของโมโนโคลนอลแอนติบอดีดวยวิธี competitive ELISA 
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ตารางที่ 4.14 คาการดูดกลืนแสงของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่คาการเจือจางตางๆทดสอบโดย วิธี 
indirect ELISA 

คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร ความเจือจาง 
(เทา) CPAOZ#1 CPAOZ#2 CPAOZ#3 CPAOZ#4 CPAOZ#5 CPAOZ#6 

0 1.011 0.962 0.943 1.042 1.075 0.965 
2 0.978 0.753 0.767 0.936 0.871 0.729 
4 0.848 0.638 0.618 0.817 0.794 0.649 
8 0.785 0.509 0.526 0.751 0.645 0.525 
16 0.709 0.395 0.401 0.704 0.541 0.416 

ตัวควบคุม
บวก 0.846 

ตัวควบคุม
ลบ 0.075 

 
ตารางที่ 4.14 คาการดูดกลืนแสงของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่คาการเจือจางตางๆทดสอบโดย วิธี 

indirect ELISA (ตอ) 
คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร ความเจือจาง 

(เทา) CPAOZ#7 CPAOZ#8 CPAOZ#9 CPAOZ# 
10 

CPAOZ# 
11 

CPAOZ# 
12 

0 1.092 1.119 1.050 1.059 1.125 1.189 
2 1.007 1.014 0.970 0.977 1.031 0.957 
4 0.946 0.956 0.972 0.968 0.927 0.896 
8 0.893 0.897 0.899 0.931 0.818 0.775 
16 0.818 0.843 0.815 0.855 0.704 0.741 

ตัวควบคุม
บวก 0.846 

ตัวควบคุม
ลบ 0.075 

หมายเหตุ  ตัวควบคุมบวก คือ ซีรัมของหนูที่ฉีดกระตุน CPAOZ-ed-BSA 
    ตัวอักษรหนา คือคาความเจือจางที่ทําการเลือก 
   เคลือบหลุม 96 หลุมดวย CPAOZ-OVA ความเขมขน 3 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
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 4.5.2 การหาความเขมขนของแอนติเจนที่เหมาะสมในการทําปฏิกิริยากับแอนติบอดดีดวย
วิธี indirect ELISA 
  นําโมโนโคลนอลแอนติบอดีความเจือจาง 2 เทา (จากตารางที่ 4.14) มาหาปริมาณ
แอนติเจนที่ใชเคลือบบนจานเลี้ยงเซลลโดยทําการเจือจางแอนติเจนที่ความเขมขน 3.000, 1.500, 
0.750, 0.375, 0.188, และ 0.094 ไมโครกรัมตอมมิลลิลิตร ตามลําดับ ผลการทดลอง (ตารางที่ 4.15) 
พบวาความเขมขนของ CPAOZ-OVA ที่เหมาะสมสําหรับโมโนโคลนอลแอนติบอดีเจือจาง 2 เทา 
เทากับ 0.375 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร นําคาความเจือจางของแอนติเจนและแอนติบอดีที่ไดไปหา
สมบัติเบื้องตนของโมโนโคลนอลแอนติบอดี โดยวิธี competitive ELISA 
 
ตารางที่ 4.15 ความเจือจางของแอนติเจนที่ใชในการเคลือบบนจานเลี้ยงเซลล 96 หลุม 
 

คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร 
ความเขมขนของ OVA-CPAOZ  (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) รหัสโคลนอยางยอ 

3.000 1.500 0.750 0.375 0.188 0.094 
CPAOZ#1 1.955 1.443 1.065 0.803 0.487 0.292 
CPAOZ#2 1.692 1.242 1.130 0.727 0.417 0.275 
CPAOZ#3 1.682 1.268 1.020 0.702 0.408 0.265 
CPAOZ#4 1.946 1.578 1.421 0.928 0.640 0.383 
CPAOZ#5 2.124 1.519 1.293 0.895 0.563 0.383 
CPAOZ#6 2.002 1.355 1.198 0.734 0.458 0.293 
CPAOZ#7 2.394 1.783 1.620 1.112 0.743 0.456 
CPAOZ#8 2.462 1.905 1.730 1.271 0.901 0.547 
CPAOZ#9 2.204 1.556 1.257 0.906 0.603 0.350 
CPAOZ#10 2.155 1.542 1.378 0.934 0.666 0.370 
CPAOZ#11 2.044 1.305 1.176 0.974 0.588 0.330 
CPAOZ#12 1.933 1.366 1.139 0.880 0.503 0.292 

ตัวควบคุมบวก 2.007 - - - - - 
ตัวควบคุมลบ 0.077 - - - - - 

ตัวควบคุมบวก คือ ซีรัมของหนูที่ฉีดกระตุน CPAOZ-ed-BSA 
ตัวควบคุมลบ คือ ซีรัมของหนูกอนทําการฉีดกระตุน 
ตัวอักษรหนา คือคาความเจือจางที่เลือก 
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4.5.3 การตรวจสอบไอโซไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

ผลการตรวจสอบไอโซไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากเซลลไฮบริโดมา พบ
วา โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดทั้งหมดเปนชนิด IgG1 (ตารางที่ 4.16) 
 
ตารางที่ 4.16  คาดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร จากการตรวจหาไอโซไทปของโมโนโคลนอล       

แอนติบอดี โดยวิธี Indirect ELISA  
 

คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร 
อิมมูโมโนโกลบูลิน ไอโซไทป รหัสเซลล 

ไฮบริโดมา 
IgG1 IgG2a IgG2b IgG3 IgM IgA 

สรุปไอ
โซไทป
ที่ได 

CPAOZ#1 0.595 0.063 0.075 0.068 0.074 0.082 IgG1 
CPAOZ#2 0.599 0.068 0.066 0.065 0.073 0.077 IgG1 
CPAOZ#3 0.615 0.069 0.064 0.061 0.072 0.066 IgG1 
CPAOZ#4 0.641 0.065 0.082 0.067 0.080 0.071 IgG1 
CPAOZ#5 0.641 0.067 0.070 0.066 0.077 0.057 IgG1 
CPAOZ#6 0.645 0.069 0.067 0.067 0.076 0.065 IgG1 
CPAOZ#7 0.771 0.123 0.154 0.086 0.244 0.117 IgG1 
CPAOZ#8 0.827 0.138 0.102 0.086 0.262 0.107 IgG1 
CPAOZ#9 0.786 0.124 0.140 0.103 0.268 0.088 IgG1 
CPAOZ#10 0.797 0.126 0.095 0.083 0.249 0.094 IgG1 
CPAOZ#11 0.835 0.132 0.082 0.077 0.248 0.082 IgG1 
CPAOZ#12 0.828 0.130 0.081 0.074 0.243 0.082 IgG1 
ตัวควบคุม

บวก 
0.067 0.186 0.168 1.099 0.121 0.058 IgG3 

ตัวควบคุมบวก คือ IgG3 มาตรฐาน 
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 4.5.4 การทดสอบความไวและปฏิกิริยาขามของโมโนโคลนอลแอนติบอดี โดยวิธี indirect 
competitive ELISA 
  โมโนโคลน CPAOZ#1 ถึง CPAOZ#6 มาจากเซลลหลุมตนแบบ 9/C7 และมีไอโซ
ไทปเปน IgG1 เชนเดียวกันจึงคาดวา CPAOZ#1 ถึง CPAOZ#6 เปนโมโนโคลนมาจากหลุมตน
แบบเดียวกันจึงทําการเลือกสุมมา 2 โคลน คือ CPAOZ#1 และ CPAOZ#4 สวนโมโนโคลน 
CPAOZ#7 ถึง CPAOZ#12 มาจากเซลลหลุมตนแบบ 2/H11 และมีไอโซไทป IgG1 ทั้งหมดเชน
เดียวกันจึงคาดวา CPAOZ#7 ถึง CPAOZ#12 เปนโมโนโคลนมาจากหลุมตนแบบเดียวกันจึงทําการ
เลือกสุมมา 2 โคลน คือ CPAOZ#7 และ CPAOZ#12 ทําการทดสอบหาความไวและปฏิกิริยาขาม
กับสารในกลุมไนโตรฟูแรน และยาปฏิชีวนะอื่นๆ โดยวิธี indirect competitive ELISA การทดลอง
หาความไวตอสาร CPAOZ ตั้งแต 0.001 - 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตอโมโนโคลนอลแอนติบอดี
ทั้ง 4 โคลน (รูปที่ 4.4) ผลที่ไดคือ โมโนโคลน CPAOZ#12 มีความไวตอสาร CPAOZ สูงสุดใหคา 
IC50 เทากับ 24 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร จากการทดสอบปฏิกิริยาขามตอสารในกลุมไนโตรฟูแรน
และยาปฏิชีวนะอื่นๆ ที่ระดับความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ตารางที่ 4.17) พบวาโคลน 
CPAOZ#1 และ CPAOZ#4 ทําปฏิกิริยาขามกับสาร NPAOZ และ ฟูราโซลิโดน สําหรับโคลน 
CPAOZ#7 และ CPAOZ#12 ทําปฏิกิริยาขามกับ NPAOZ, AOZ  และ ฟูราโซลิโดน จากการผลการ
ทดลองจะเห็นไดวาโมโนโคลน CPAOZ#12 มีความไวตอสาร CPAOZ สูงที่สุด และสามารถทํา
ปฏิกิริยากับสาร NPAOZ, AOZ และฟูราโซลิโดนได ดังนั้น จึงทําการเลือกโมโนโคลนอล
แอนติบอดี CPAOZ#12 มาทดสอบหาคา IC50 ตอสาร CPAOZ, NPAOZ, AOZ และฟูราโซลิโดน 
คํานวณเปอรเซ็นตปฏิกิริยาขามกับสารตางๆ และนําโมโนโคลนอลแอนติบอดีมาทําใหบริสุทธิ์ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.4 การทดสอบความไวของโมโคลนอลแอนติบอดี CPAOZ#1, 4, 7 และ12 ตอสาร CPAOZ 
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ตารางที่ 4.17 ปฏิกิริยาขามของโมโนโคลนอลแอนติบอดี CPAOZ#1 CPAOZ#4 CPAOZ#7 และ 

CPAOZ#12 ตอสารในกลุมและนอกกลุมไนโตรฟูแรน ที่ระดับความเขมขน 10
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  

 
คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร 

รหัสโคลนอยางยอ สารแยงจับ 
CPAOZ#1 CPAOZ#4 CPAOZ#7 CPAOZ#12 

ไมเติมสารแยงจับ 0.749 1.000 1.139 1.080 
Furazolidone 0.117 0.144 0.096 0.160 

CPAOZ 0.311 0.171 0.082 0.104 
NPAOZ 0.458 0.513 0.418 0.220 

AOZ 0.685 0.905 0.614 0.406 
CBA 0.785 1.045 0.914 0.871 

NPAHD 0.783 0.983 0.905 0.787 
NPSCA 0.701 0.887 0.911 0.884 

NPAMOZ 0.731 1.332 1.117 0.776 
AMOZ 0.756 1.015 0.978 0.791 
AHD 0.766 0.986 1.071 0.983 
SEM 0.778 1.166 1.039 1.066 

Flumequine 0.638 0.991 0.883 0.858 
Norfloxacin 0.758 0.976 1.232 0.902 

Penicilin G 0.943 0.902 0.929 0.853 
Clenbuterol 0.703 0.943 0.984 0.909 
Salbutamol 0.843 1.088 1.149 1.059 

Chloramphenicol 0.738 1.019 0.982 0.937 
Oxytetracycline 0.761 1.152 0.964 0.892 
ตัวควบคุมลบ 0.095 0.086 0.100 0.098 

หมายเหตุ  ตัวควบคุมลบ คือ สารละลายบัพเฟอร 
                 ตัวอักษรหนา คือ โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่เกิดปฏิกิริยาขาม 
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การทดสอบหาคา IC50 ตอสาร CPAOZ NPAOZ AOZ และฟูราโซลิโดน ของโม
โนโคลนอลแอนติบอดี CPAOZ#12 (รูปที่ 4.5-4.8) โดยวิธี indirect competitive ELISA ไดคาเทา
กับ 74.53 1,042 15,390 และ 2.91 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ และการทดสอบปฏิกิริยาขาม
ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี CPAOZ#12 (ตารางที่ 4.18) พบวามีปฏิกิริยาขามตอสาร CPAOZ, 
NPAOZ, AOZ และฟูราโซลิโดนเทากับ 100, 7.5, 0.45 และ 2,500 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 
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รูปที่ 4.5  การทดสอบความจําเพาะของโมโคลนอลแอนติบอดี CPAOZ#12 ตอสาร CPAOZ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.6  การทดสอบความจําเพาะของโมโคลนอลแอนติบอดี CPAOZ#12 ตอสาร NPAOZ 
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รูปที่ 4.7  การทดสอบความจําเพาะของโมโคลนอลแอนติบอดี CPAOZ#12 ตอสาร AOZ 
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รูปที่ 4.8  การทดสอบความจําเพาะของโมโคลนอลแอนติบอดี CPAOZ#12 ตอสาร furazolidone 
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ตารางที่ 4.18 เปอรเซ็นตปฏิกิริยาขามของโมโนโคลนอลแอนติบอดี CPAOZ#1 CPAOZ#4 
CPAOZ#7 และ CPAOZ#12 ตอสารในกลุมและนอกกลุมไนโตรฟูแรน  
 

CPAOZ#12 
ชนิดสาร IC50 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
เปอรเซ็นตปฏิกิริยาขาม 

CPAOZ 0.075 100 
NPAOZ 1.0 7.5 

AOZ 15.39 0.49 
Furazolidone 0.003 2500 

CBA - - 
NPAHD - - 
NPSCA - - 

NPAMOZ - - 
AMOZ - - 
AHD - - 
SEM - - 

Flumequine - - 
Norfloxacin - - 
Penicilin G - - 
Clenbuterol - - 
Salbutamol - - 

Chloramphenicol - - 
Oxytetracycline - - 

หมายเหตุ  “ - ” หมายถึง ไมเกิดปฏิกิริยาขาม 
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4.6  การทําบริสุทธ์ิโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
4.6.1 การทําแอนติบอดีใหบริสุทธิ์โดยวิธี affinity chromatography ผานคอลัมนโปรตีน เอ 

นําเซลลไฮบริโดมารหัส CPAOZ#12 มาเพิ่มจํานวนและเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลลจน
ไดปริมาตร 500 มิลลิลิตร นําอาหารเลี้ยงเซลลที่มีแอนติบอดีมาทําใหบริสุทธ์ิโดยใชคอลัมนโปรตีน 
เอ ซ่ึงแอนติบอดีไอโซไทป IgG1 จะมีสัมพรรคภาพสูงตอโปรตีน เอ ที่ pH 9 และความเขมขนของ
เกลือ 4 โมลลาร สวนโปรตีนและสารอื่น ๆ ในอาหารเลี้ยงเซลลจะไมจับกับโปรตีน เอ และที่คา pH 
3.5 สัมพรรคภาพของแอนติบอดีตอโปรตีน เอ จะลดลง   มีผลทําใหแอนติบอดีถูกชะออกจาก
คอลัมนโปรตีน เอ จึงสามารถแยกแอนติบอดีออกจากองคประกอบอื่นๆของอาหารเลี้ยงเซลลได  
จากการทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหบริสุทธิ์โดยผานคอลัมนโปรตีน เอ วัดคาการดูกลืนแสงที่ 
280 นาโนเมตร แสดงดังรูปที่ 4.9 และนําแตละสวนไปตรวจหาแอนติบอดีโดยวิธี indirect ELISA 
ซ่ึงเคลือบ 96 หลุมดวย CPAOZ-OVA ความเขมขน 0.375 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ไดผลดังรูปที่ 
4.10 พบวาเมื่อนําสวนที่ชะดวย pH 9 มาทดสอบโดยวิธี indirect ELISA ปรากฎวาใหผลเปนลบ
แสดงวาแอนติบอดีไมถูกชะออกมาและเมื่อนําสวนที่ชะดวย pH 3.5 มาทดสอบ ELISA ปรากฎวา
ใหผลเปนบวกแสดงวาแอนติบอดีถูกชะออกมาจากคลอลัมนซ่ึงใหผลสอดคลองกับการวัดการดูด
กลืนแสงที่ความยาวคลืน 280 นาโนเมตร  ดังนั้นจึงสรุปไดวาสามารถแยกแอนติบอดีออกจากองค
ประกอบอื่นๆของอาหารเลี้ยงเซลลได 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.9 สเปกตรัมคาการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผาน

คอลัมนโปรตีน เอ 
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4.0M NaCl 
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รูปที่ 4.10 สเปกตรัมคาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผาน 
    คอลัมนโปรตีน เอ  
 

4.6.3  การหาปริมาณแอนติบอดีโดยการวัดคาดูดกลืนแสง 
 จากรูปที่ 4.17 และ 4.18 ทําการเก็บแอนติบอดีที่ชะตั้งแตหลอดที่ 156-170 นํามาหา
ความเขมขนของแอนติบอดีโดยวัดคาดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร ไดแอนติบอดีเทากับ 1.79 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร คิดเปนแอนติบอดีทั้งหมด 44.82 มิลลิกรัม และ มีโปรตีนเทากับ 1.98 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร คิดเปนโปรตีนทั้งหมด 49.45 มิลลิกรัม คํานวณเปนความบริสุทธิ์ได 90.64 
เปอรเซ็นตของโปรตีนทั้งหมด นําแอนตบิอดีบริสุทธิ์และทราบความเขมขนมาสรางกราฟมาตรฐาน 
โดยวิธี indirect ELISA โดยเคลือบหลุม 96 หลุมดวย CPAOZ-OVA ความเขมขน 0.375 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (รูปผนวกที่ ข.2) เพื่อหาปริมาณแอนติบอดีในอาหารเลี้ยงเซลลกอนนํามา
ทําใหบริสุทธิ์ 
        จากกราฟมาตรฐานแอนติบอดีบริสุทธิ์ (ภาคผนวกที่ ข.2) สามารถหาปริมาณ
แอนติบอดีในอาหารเลี้ยงเซลล ไดปริมาณแอนติบอดีเทากับ 1.54 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร คิดเปน
แอนติบอดีทั้งหมด 153.57 มิลลิกรัม และคํานวณโปรตีนไดเทากับ 16.36 มิลลิกรัมตอ/มิลลิลิตร คิด
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เปนโปรตีนทั้งหมด 1,635.63 มิลลิกรัม คํานวณคาความบริสุทธิ์ของแอนติบอดีในอาหารเลี้ยงเซลล
ไดเทากับ 9.38 เปอรเซ็นตของโปรตีนทั้งหมด 
 4.6.4 การหาความบริสุทธิ์ของแอนติบอดีหลังจากทําใหบริสุทธิ์โดยวิธี SDS-PAGE 
  จากการนําสารละลายตัวอยางมาวิเคราะหแถบโปรตีนโดยวิธีพอลิอะคริละไมด 
เจล อิเล็กโทรฟอเรซีส แบบเอสดีเอส (รูปที่ 4.11) พบวาแอนติบอดีที่ผานคอลัมนโปรตีน เอ มีความ
บริสุทธิ์ เมื่อเปรียบเทียบกับอาหารเลี้ยงเซลล CPAOZ#12 ที่ไมผานคอลัมน เอ และหาน้ําหนัก
โมเลกุลไดจากกราฟมาตรฐาน ( รูปผนวกที่ ข.3) ไดเทากับ 59,000 และ 28,000 ดาลตัน 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.11 ลักษณะของแถบโปรตีนในสารละลายตัวอยางโดยวิธีพอลิอะคริละไมด เจล อิ
เล็กโทรฟอเรซีส แบบเอสดีเอส โดยที่ 

1 ซีรัม ( Fetal calf serum, FCS) 
2 อาหารเลี้ยงเซลลที่มี 10 เปอรเซ็นตของซีรัม 
3 อาหารเลี้ยงเซลลมัยอีโลมา NSI ที่มี 10 เปอรเซ็นตของซีรัม 
4 อาหารเลี้ยงเซลลโมโนโคลน CPAOZ#12 
5 อาหารเลี้ยงเซลลโมโนโคลน CPAOZ#12 ที่ผานคอลัมนโปรตีน เอ 
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4.7  การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังทําใหบริสุทธ์ิ 
 นําโมโนโคนอลแอนติบอดี CPAOZ#12 ที่ทําใหบริสุทธิ์แลวขางตน มาหาความไวตอสาร 
CPAOZ, NPAOZ, AOZ และ ฟูราโซลิโดน โดยวิธี indirect competitive ELISA โดยเคลือบหลุม 96 
หลุมดวย CPAOZ-OVA ความเขมขน 0.375 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (รูปที่ 4.12-4.15) ใหคา IC50 
เทากับ 17.72, 1,042, 8,471 และ 0.40 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ และคาขีดความสามารถใน
การตรวจ (LOD) เทากับ 1.40, 11.32, 332.00 และ 0.03 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.12 การทดสอบความไวของโมโคลนอลแอนติบอดีโคลน CPAOZ#12 ที่ทําใหบริสุทธิ์แลว

ตอสาร CPAOZ โดยวิธี indirect competitive ELISA ซ่ึงเคลือบหลุม 96 หลุมดวย 
CPAOZ-OVA ความเขมขน 0.375 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
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รูปที่ 4.13 การทดสอบความไวของโมโคลนอลแอนติบอดีโคลน CPAOZ#12 ที่ทําใหบริสุทธิ์แลว
ตอสาร NPAOZ โดยวิธี indirect competitive ELISA ซ่ึงเคลือบหลุม 96 หลุมดวย 
CPAOZ-OVA ความเขมขน 0.375 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.14 การทดสอบความไวของโมโคลนอลแอนติบอดีโคลน CPAOZ#12 ที่ทําใหบริสุทธิ์แลว
ตอสาร AOZ โดยวิธี indirect competitive ELISA ซ่ึงเคลือบหลุม 96 หลุมดวย CPAOZ-
OVA ความเขมขน 0.375 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.15  การทดสอบความไวของโมโคลนอลแอนติบอดีโคลน CPAOZ#12 ที่ทําใหบริสุทธิ์แลว

ตอสาร furazolidoneโดยวิธี indirect competitive ELISA ซ่ึงเคลือบหลุม 96 หลุมดวย 
CPAOZ-OVA ความเขมขน 0.375 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
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จากคา LOD ตอสาร CPAOZ NPAOZ และ AOZ ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
CPAOZ#12 พบวาคาที่ไดสูงเกินกวาคา MRPL (1 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) ตามที่สหภาพยุโรป
กําหนด ดังนั้น จึงไดทําการหาภาวะที่เหมาะสมของแอนติบอดีกับแอนติเจน โดยใช CPAOZ-OVA 
และ AOZ-glu-ed-BSA เคลือบหลุม 96 หลุม ความเขมขน 0.094 – 3.000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
ทําปฏิกิริยากับโมโนโคลนอลแอนติบอดี CPAOZ#12 ความเขมขน 0.016-2.00 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร (ตารางที่ 4.19) ผลที่ไดคือ เมื่อเคลือบหลุมดวย CPAOZ-OVA ความเขมขน 1.500, 0.375 
และ 0.094 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และใชแอนติบอดี 0.063, 0.125 และ 0.500 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร ตามลําดับ และเมื่อเคลือบหลุมดวย AOZ-glu-ed-BSA 3.00, 1.500 และ 0.750 ไมโครกรัม
ตอมิลลิลิตร และใชแอนติบอดี 0.250, 1.00 และ 2.00 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ ใหคาการ
ดูดกลืนแสงประมาณ 1.000 ดังนั้น จึงทําการเลือกความเขมขนของแอนติเจนและแอนติบอดีดัง
กลาวมาทดสอบกับสาร CPAOZ โดยวิธี indirect competitive ELISA 
 
ตารางที่ 4.19  ความเขมขนของแอนติเจนและแอนติบอดีที่เหมาะสมในการทดสอบโดยวิธี indirect 

competitive ELISA 

คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร 

เคลือบหลุมดวย CPAOZ-OVA 
(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

เคลือบหลุมดวย AOZ-glu-ed-BSA 
(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

แอนติบอดี 
CPAOZ#12 
บริสุทธิ์ 

(ไมโครกรัม
ตอ

มิลลิลิตร) 
1.500 0.750 0.375 0.188 0.094 3.000 1.500 0.750 0.375 0.188 

2.000 2.726 2.726 2.377 1.876 1.190 1.669 1.087 0.705 0.375 0.206 
1.000 2.648 2.707 2.256 1.691 1.051 1.405 0.971 0.583 0.302 0.163 
0.500 2.466 2.394 1.879 1.376 0.804 1.308 0.834 0.503 0.256 0.137 
0.250 2.097 1.903 1.336 0.889 0.500 1.103 0.653 0.384 0.143 0.112 
0.125 1.364 1.202 0.813 0.486 0.256 0.680 0.361 0.263 0.104 0.083 
0.063 0.907 0.771 0.498 0.297 0.164 0.430 0.274 0.171 0.068 0.059 
0.031 0.366 0.311 0.202 0.129 0.084 0.241 0.156 0.104 0.054 0.049 
0.016 0.211 0.180 0.117 0.090 0.058 0.163 0.105 0.079 0.035 0.042 

ตัวควบคุม
ลบ 0.044 0.045 0.037 0.036 0.038 0.033 0.034 0.036 0.036 0.036 

หมายเหตุ ตัวควบคุมลบ คือ สารละลายบัฟเฟอร 
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จากการทดสอบเคลือบหลุมดวย CPAOZ-OVA ที่ความเขมขน 1.500, .0375 และ 0.094 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และทําปฏิกิริยากับแอนติบอดี 0.063, 0.125 และ 0.500 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร ตามลําดับ จับกับสาร CPAOZ ในรูปอิสระ โดยวิธี indirect competitive ELISA (รูปที่ 
4.16) พบวาความเขมขนที่เหมาะสมสําหรับในการทํา  indirect competitive ELISA คือ CPAOZ-
OVA ความเขมขน 0.094 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ แอนติบอดี 0.50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
เนื่องจากใหคา IC50 นอยที่สุด และการเคลือบหลุมดวย AOZ-glu-ed-BSA (รูปที่ 4.17) ความเขมขน
ที่เหมาะสมในการทํา  indirect competitive ELISA คือ AOZ-glu-ed-BSA ความเขมขน 3 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ แอนติบอดี 0.250 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.16 การทดสอบความไวของโมโคลนอลแอนติบอดีโคลน CPAOZ#12 บริสุทธิ์ความเขมขน 

0.063, 0.125 และ 0.500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตอสาร CPAOZ โดยวิธี indirect 
competitive ELISA ซ่ึงเคลือบหลุม 96 หลุมดวย CPAOZ-OVA ความเขมขน 1.500, 
0.375 และ 0.094 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ 
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รูปที่ 4.17 การทดสอบความไวของโมโคลนอลแอนติบอดีโคลน CPAOZ#12 บริสุทธิ์ความเขมขน 

0.25, 1.00 และ 2.00 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตอสาร CPAOZ โดยวิธี indirect 
competitive ELISA ซ่ึงเคลือบหลุม 96 หลุมดวย AOZ-glu-ed-BSA ความเขมขน 3.00, 
1.50 และ 0.75 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ 

 
 เมื่อทําการเคลือบหลุมดวย CPAOZ-OVA ความเขมขน 0.094 ไมโครกรัมตอมิลิลิตร ใช
แอนติบอดี 0.500 ไมโครกรัมตอมิลิลิตร ทําปฏิกิริยากับสาร CPAOZ, NPAOZ, AOZ และฟูราโซลิ
โดน โดยวิธี competitive ELISA (รูปที่ 4.18-4.21) ไดคา IC50 เทากับ 5.95, 372.10, 1,661 และ 
0.024 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ และเมื่อทําการเคลือบหลุมดวย AOZ-glu-ed-BSA ความ
เขมขน 3.00 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ใชแอนติบอดีความเขมขน 0.25  ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  ทํา
ปฏิกิริยากับสาร CPAOZ, NPAOZ, AOZ และฟูราโซลิโดน โดยวิธี competitive ELISA (รูปที่ 4.22-
4.25 ) ไดคา IC50 เทากับ 13.01, 517.40, 7360 และ 0.025 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ 
 จากตาราง 4.20 จะเห็นไดวาเมื่อนําแอนติบอดีมาทําใหบริสุทธิ์ และ หาภาวะที่เหมาะสม
ระหวางแอนติเจนกับแอนติบอดีมาทดสอบหาคา IC50 ของสารตางๆ ซ่ึงเคลือบหลุมดวย CPAOZ-
OVA ผลปรากฎวาคา IC50 ของสารตางๆ มีคาลดลงตามลําดับ จึงสรุปไดวาแอนติบอดียังมีศักยภาพ
เพียงพอที่จะพัฒนาความไวในการตรวจหาสาร CPAOZ, NPAOZ, AOZ และฟูราโซลิโดนโดยวิธี 
indiect competitive ELISAได สําหรับการเคลือบหลุมดวย AOZ-glu-ed-BSA พบวาเมื่อนํา
แอนติบอดีที่ทําใหบริสุทธิ์โดยผานคอลัมนโปรตีน เอ และหาภาวะที่เหมาะสมมาทดสอบคา IC50 
ของสารตางๆ ใหคา IC50 ของสารตางๆมีคาสูงกวาใช CPAOZ-OVA ในการเคลือบหลุม ยกเวน
สารฟูราโซลิโดนซึ่งใหคาใกลเคียงกับใช CPAOZ-OVA เคลือบหลุม อีกทั้งการใช AOZ-glu-ed-
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BSA ในการเคลือบหลุมสามารถทําปฏิกิริยากับสาร AOZ ในรูปอิสระไดโดยวิธี competitive 
indirect ELISA ซ่ึงใหผลตรงกันขามกับเมื่อใชแอนติบอดีที่อยูในอาหารเลี้ยงเซลลซ่ึงไมสามารถจับ
กับสาร AOZ ได  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.18 การทดสอบความไวของโมโคลนอลแอนติบอดีโคลน CPAOZ#12 บริสุทธิ์ความเขมขน 

0.500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตอสาร CPAOZ โดยวิธี indirect competitive ELISA ซ่ึง
เคลือบหลุม 96 หลุมดวย CPAOZ-OVA  0.094 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.19 การทดสอบความไวของโมโคลนอลแอนติบอดีโคลน CPAOZ#12 บริสุทธิ์ความเขมขน 

0.500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตอสาร NPAOZ โดยวิธี indirect competitive ELISA ซ่ึง
เคลือบหลุม 96 หลุมดวย CPAOZ-OVA  0.094 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
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รูปที่ 4.20 การทดสอบความไวของโมโคลนอลแอนติบอดีโคลน CPAOZ#12 บริสุทธิ์ความเขมขน 

0.500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตอสาร AOZ โดยวิธี indirect competitive ELISA ซ่ึง
เคลือบหลุม 96 หลุมดวย CPAOZ-OVA  0.094 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.21 การทดสอบความไวของโมโคลนอลแอนติบอดีโคลน CPAOZ#12 บริสุทธิ์ความเขมขน 

0.500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตอสารฟูราโซลิโดนโดยวิธี indirect competitive ELISA 
ซ่ึงเคลือบหลุม 96 หลุมดวย CPAOZ-OVA  0.094 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
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รูปที่ 4.22 การทดสอบความไวของโมโคลนอลแอนติบอดีโคลน CPAOZ#12 บริสุทธิ์ความเขมขน 

0.25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตอสาร CPAOZ โดยวิธี indirect competitive ELISA ซ่ึง
เคลือบหลุม 96 หลุมดวย AOZ-glu-ed-BSA ความเขมขน 3.00 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.23 การทดสอบความไวของโมโคลนอลแอนติบอดีโคลน CPAOZ#12 บริสุทธิ์ความเขมขน 

0.25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตอสาร NPAOZ โดยวิธี indirect competitive ELISA ซ่ึง
เคลือบหลุม 96 หลุมดวย AOZ-glu-ed-BSA ความเขมขน 3.00 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
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รูปที่ 4.24 การทดสอบความไวของโมโคลนอลแอนติบอดีโคลน CPAOZ#12 บริสุทธิ์ความเขมขน 

0.25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตอสาร AOZ โดยวิธี indirect competitive ELISA ซ่ึงเคลือบ
หลุม 96 หลุมดวย AOZ-glu-ed-BSA ความเขมขน 3.00 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 
 

 
  
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.25 การทดสอบความไวของโมโคลนอลแอนติบอดีโคลน CPAOZ#12 บริสุทธิ์ความเขมขน 

0.25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตอสารฟูราโซลิโดนโดยวิธี indirect competitive ELISA ซ่ึง
เคลือบหลุม 96 หลุมดวย AOZ-glu-ed-BSA ความเขมขน 3.00 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
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ตารางที่ 4.20 สรุปคา IC50 และคา LOD ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี CPAOZ#12 ตอสาร 

CPAOZ, NPAOZ, AOZ และ ฟูราโซลิโดน โดยวิธี indirect competitive ELISA 
 

เคลือบหลุมดวย CPAOZ-OVA เคลือบหลุมดวย 
AOZ-glu-ed-BSA 

อาหารเลี้ยงเซลล 1 แอนติบอดีบริสุทธิ์ 1 แอนติบอดีบริสุทธิ์ 2 แอนติบอดีบริสุทธิ์ 3 
IC50 LOD IC50 LOD IC50 LOD IC50 LOD 

สาร 

(นาโนกรัมตอ
มิลลิลิตร) 

(นาโนกรัมตอ
มิลลิลิตร) 

(นาโนกรัมตอ
มิลลิลิตร) 

(นาโนกรัมตอ
มิลลิลิตร) 

CPAOZ 75.53 9.62 17.72 1.40 5.92 0.23 13.01 2.79 
NPAOZ 1000 55.46 1149 73.11 365.70 41.59 517.40 35.56 

AOZ 15000 500 8000 332 1661 224.3 7360 722.0 
FZD 2.91 0.25 0.4 0.025 0.024 0.008 0.025 0.006 

หมายเหตุ  1 เคลือบหลุมดวย CPAOZ-OVA ความเขมขน 0.375 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
 2 เคลือบหลุมดวย CPAOZ-OVA ความเขมขน 0.094 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
 3 เคลือบหลุมดวย AOZ-glu-ed-BSA ความเขมขน 3.0 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
          
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



บทที่  5 
 

สรุปผลการทดลอง 
 

ในการสังเคราะหสาร CPAOZ นั้นเมื่อหาน้ําหนักโมเลกุลโดยวิธี MALDI-TOF/MS ไดเทา
กับ 267.95 ซ่ึงใกลเคียงกับน้ําหนักโมเลกุลที่คํานวณจากสูตรโครงสรางทางเคมีคือ 234.25 และเมื่อ
ทดสอบโดยวิธี TLC ใหคา Rf เทากับ 0.03 ซ่ึงเทากับที่มีรายงานโดย Copper และคณะ (2004) การ
เชื่อมสาร CPAOZ และ AOZ เขากับโปรตีนพาหะโดยใชสารในการเชื่อมติด 3 ชนิด ไดแก EDC, 
NHS หรือ  กลูทารัลดีไฮด (glutaraldehyde) เมื่อทดสอบการเชื่อมติดโดยวิธี TNBS และ MALDI-
TOF/MS พบวา CPAOZ และ AOZ เชื่อมติดกับโปรตีนพาหะไดทั้งสามวิธี  

จากการฉีดกระตุนหนูทดลองพบวา  CPAOZ-ed-BSA, AOZ-glu-ed-BSA และ AOZ-BSA 
(ใช EDC เปนสารในการเชื่อมติด) สามารถใชกระตุนหนูใหสรางแอนติบอดีตอสาร CPAOZ, 
NPAOZ  และ AOZ ได แตแอนติบอดีที่ไดจากการกระตุนดวย AOZ-glu-ed-BSA และ AOZ-BSA
ไมสามารถจับกับสาร CPAOZ และ AOZ  ในรูปอิสระได เมื่อนําโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจาก
การฉีดกระตุนหนูทดลองดวย CPAOZ-ed-BSA มาทําใหบริสุทธิ์และทดสอบกับ AOZ-glu-ed-BSA 
ที่ใชเคลือบหลุม 96 หลุม พบวาแอนติบอดีสามารถจับกับสาร CPAOZ, NPOAZ และ AOZ ในรูป
อิสระได แสดงวาในการเชื่อม AOZ ติดกับ ed-BSA โดยวิธีกลูทารัลดีไฮดมีสาร AOZ ติดอยูกับ
โปรตีนพาหะ และเมื่อนําโคลนที่ไดจากการฉีดกระตุนดวย AOZ-BSA (ใช EDC เปนสารเชื่อมติด) 
มาทดสอบกับสารอิสระโดยใช AOZ-BSA เคลือบหลุม 96 หลุมผลที่ไดคือแอนติบอดีสามารถจับ
กับสารในรูปอิสระได  

ในการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 5 ซ่ึงฉีดกระตุนหนูทดลองดวย CPAOZ-ed-BSA แลวนํา
เซลลมามของหนูมาหลอมรวมกับเซลลมัยอีโลมา ผลที่ไดคือไดโมโนโคลนอล จํานวน 12 โคลน 
คือ โมโนโคลน รหัส CPAOZ#1  ถึง CPAOZ#12 

การศึกษาสมบัติเบื้องตนของโมโนโคลนอลแอนติบอดี โดยตรวจหาไอโซไทปของโมโน
โคลนอลแอนติบอดีพบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดทั้งหมดเปนไอโซไทป IgG1  มีคา  IC50 
ตอสาร CPAOZ อยูในชวง 0.024-1.345 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และเมื่อทดสอบปฏิกิริยาขามกับ
สารในกลุมไนโตรฟูแรนและสารปฏิชีวนะอื่นๆ พบวา ทั้ง 12 โคลนไมทําปฏิกิริยาขามกับสารทั้ง
ในกลุมของไนโตรฟูแรนและสารปฏิชีวนะตางๆที่ทดสอบ โดยที่โคลน CPAOZ#7 ถึง CPAOZ#12 
สามารถจับกับสาร CPAOZ, NPAOZ, AOZ และฟูราโซลิโดนในรูปอิสระได สวนโคลน 
CPAOZ#1 ถึง CPAOZ#6 สามารถจับกับสาร CPAOZ, NPAOZ และฟูราโซลิโดนในรูปอิสระได 
จึงทําการคัดเลือก 4 โคลน คือ CPAOZ#1, CPAOZ#4, CPAOZ#7 และ CPAOZ#12 มาทดสอบกับ
สาร CPAOZ พบวาโคลน CPAOZ#12 มีความไวสูงที่สุด อีกทั้งยังสามารถจับกับสาร AOZ ได ดัง
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นั้น จึงไดทําการเลือกโคลน CPAOZ#12 มาศึกษาสมบัติเบื้องตน โดยใหคา IC50 ของสาร CPAOZ, 
NPAOZ, AOZ และฟูราโซลิโดน เทากับ 5.92, 365.70, 1661 และ 0.024 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตาม
ลําดับ และคา LOD เทากับ 0.23, 41.59, 224.3 และ 0.008 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ และ
จากการทดสอบเคลือบหลุม 96 หลุมดวยโปรตีนพาหะ BSA และ OVA  นําสาร AOZ ใสในหลุม
แลวทําการลางออก แลวนําโมโนโคลนอลแอนติบอดี CPAOZ#12 มาทดสอบโดยวิธี indirect 
ELISA พบวาใหผลเปนบวกแสดงวาสาร AOZ เกิดการจับกันระหวางสารกับโปรตีนที่เคลือบบน
หลุม 96 หลุมแบบไมจําเพาะ แตถึงอยางไรโมโนโคลนอลแอนติบอดีก็ยังคงมีความสามารถในการ
จับกับสาร AOZ ในรูปอิสระไดแตคา IC50 ที่ไดมีคาสูงอาจเนื่องมาจากเหตุผลดังกลาว  
 การทําแอนติบอดีใหบริสุทธิ์โดยผานคอลัมนโปรตีน เอ พบวาแอนติบอดีมีความบริสุทธิ์
คิดเปน 90.64 เปอรเซ็นต และเมื่อทดสอบดวยวิธี SDS-PAGE ไดแถบที่มีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 
59,000 และ 28,000 ดาลตัน 

จากการหาสภาวะที่เหมาะสมของแอนติบอดีและแอนติเจนที่เคลือบบนหลุม 96 หลุมโดย
ทดสอบการจับกับสารในรูปอิสระโดยวิธี indirect competitive ELISA พบวาคา IC50 ของสาร 
CPAOZ, NPAOZ, AOZ และฟูราโซลิโดนที่ไดมีคาลดลงจาก 17.72, 1149, 8000 และ 0.4 นาโน
กรัมตอมิลลิลิตร เปน 5.92, 365.70, 1161 และ 0.024 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ แสดงวา
ระบบการตรวจหาโดยใชแอนติบอดีมีความไวสูงขึ้น ดังนั้น จึงมีความนาจะเปนที่จะสามารถนํามา
พัฒนาใหเปนระบบวิเคราะหที่มีความไวสูงขึ้นไดอีก 
 โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจากการวิจัยในครั้งนี้ สามารถนําไปพัฒนาเปนชุดตรวจที่
อาศัยหลักการ ELISA แบบ direct ELISA และ competitive ELISA ได และโมโนโคลนอล
แอนติบอดีมีความจําเพาะตอสาร AOZ และไมมีปฏิกิริยาขามกับสารไนโตรฟูแรนตัวอ่ืนๆ และสาร
ปฏิชีวนะอื่นๆ ที่ไดทําการทดสอบ ซ่ึงการตรวจสาร AOZ ซ่ึงเปนเมแทบอไลซของฟูราโซลิโดน
โดยตรงทําใหสะดวกและใชระยะเวลานอยในการตรวจหาสารตกคาง เนื่องจากไมตองทําการ
เปล่ียน AOZ ใหอยูในรูปของอนุพันธ ดังนั้น จึงสามารถนําไปพัฒนาเปนชุดตรวจสําหรับตรวจ 
AOZ ที่ตกคางในอาหารสําหรับบริโภค และสารฟูราโซลิโดนในอาหารสัตวได 
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ขอเสนอแนะ 

จากคา IC50 และคา LOD ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตได พบวา คาที่ไดสูงกวาคา 
MRPL ซ่ึงกําหนดโดยสหภาพยุโรป ดังนั้น ในการนําไปผลิตเปนชุดตรวจสอบโดยวิธี indirect 
competitive ELISA จะตองเพิ่มความไวใหแกระบบการตรวจวิเตราะห โดยอาจใชวิธีเพิ่มสัญญาณ
ของแอนติบอดีโดยใช biotin-strepavidin หรือ เชื่อมสาร AOZ กับเอนไซมเพื่อนํามาพัฒนาชุดตรวจ
สอบโดยวิธี direct competitive ELISA ซ่ึงเปนวิธีที่นิยมใชในการผลิตเปนชุดตรวจสอบทั่วไป และ
หาวิธีปองกันการที่ AOZ ไปจับกับโปรตีนที่ใชเคลือบหลุม 
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ภาคผนวก ก 
 

การหาน้ําหนักโมเลกุลโดยวิธี MALDI-TOF/MS 
 

 
 
 

รูปผนวกที่ ก.1   สเปกตรัมแสดงน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐาน BSA โดยวิธี MALDI- 
 TOF/MS 
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รูปผนวกที่ ก.2   สเปกตรัมแสดงน้ําหนักโมเลกุลของ ed-BSA โดยวิธี MALDI-TOF/MS 
 
 
 
 



 85

 
 
 
 
 

 
 
 

รูปผนวกที่ ก.3   สเปกตรัมแสดงน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนมาตฐาน OVA โดยวิธี MALDI- 
 TOF/MS 
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รูปผนวกที่ ก.4   สเปกตรัมแสดงน้ําหนักโมเลกุลของ CPAOZ-ed-BSA (ใช EDC เปนในการเชื่อม 

 ติด)โดยวิธี MALDI-TOF/MS 
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รูปผนวกที่ ก.5   สเปกตรัมแสดงน้ําหนักโมเลกุลของ CPAOZ-OVA (ใช EDC เปนสารในการเชื่อม 
  ติด) โดยวิธี MALDI-TOF/MS 
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รูปผนวกที่ ก.6   สเปกตรัมแสดงน้ําหนักโมเลกุลของ AOZ-glu-OVA (ใช gultaraldehyde เปนสาร 
  ในการเชื่อมติด) โดยวิธี MALDI-TOF/MS 
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รูปผนวกที่ ก.7   สเปกตรัมแสดงน้ําหนักโมเลกุลของ AOZ-BSA (ใช EDC/NHS เปนสารในการ 
เชื่อมติด)โดยวิธี MALDI-TOF/MS 
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รูปผนวกที่ ก.8   สเปกตรัมแสดงน้ําหนักโมเลกุลของ AOZ-BSA (ใช EDC เปนสารในการเชื่อมติด)   
 โดยวิธี MALDI-TOF/MS 
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รูปผนวกที่ ก.9   สเปกตรัมแสดงน้ําหนักโมเลกุลของ AOZ-OVA (ใช EDC เปนสารในการเชื่อม 
  ติด) โดยวิธี MALDI-TOF/MS 
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y = 0.0017x
R2 = 0.9994
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ภาคผนวก ข 

 
ตารางผนวกที่ ข.1  คาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร ของสารละลายโปรตีนมาตรฐาน 

(BSA) ความเขมขน 0-500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
คาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร (A750) 

คร้ังที่ 
ความเขมขนโปรตีนมาตรฐาน 

(BSA) 
(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 1 2 

คาเฉลี่ย 

0.00 0.000 0.000 0.000 
31.25 0.057 0.053 0.055 
62.50 0.100 0.097 0.099 
125.00 0.205 0.181 0.193 
250.00 0.418 0.419 0.419 
500.00 0.829 0.845 0.837 

 
  

   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

 
รูปผนวกที่ ข.1  กราฟโปรตีนมาตรฐาน (BSA) โดยวิธี Lowry 
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y = 0.1502x
R2 = 0.9993
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1.40

0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00
ความเขมขนของโมโนโคนอลแอนติบอดี CPAOZ#12

(นาโนกรัมตอมิลลิลิตร)

A492

ตารางผนวกที่ ข.2  คาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร ของสารละลายโมโนโคลนอล
แอนติบอดี CPAOZ#12 โดยวิธี indirect ELISA 

คาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร (A492) 
คร้ังที่ 

ความเขมขนโมโนโคลนอล
แอนติบอดี CPAOZ#12 
(นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) 1 2 

คาเฉลี่ย คาเฉลี่ยหักตัวควบคุมลบ 

0.00 0.053 0.062 0.058 0.000 
0.13 0.086 0.079 0.083 0.022 
0.27 0.117 0.110 0.114 0.053 
0.54 0.166 0.161 0.164 0.103 
1.08 0.222 0.222 0.222 0.161 
2.16 0.399 0.399 0.399 0.338 
4.31 0.702 0.693 0.698 0.637 
8.63 1.354 1.359 1.357 1.296 
17.25 2.063 2.039 2.051 1.990 
34.50 2.632 2.577 2.605 2.544 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปผนวกที่ ข.2 กราฟมาตรฐานโมโนโคลนอลแอนติบอดี CPAOZ#12 บริสุทธิ์ โดยวิธี indirect 
ELISA ซ่ึงเคลือบดวย  CPAOZ-OVA ความเขมขน 0.375 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
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ตารางผนวกที่ ข.3  คาเคลื่อนที่สัมพัทธ (Rf) ของโปรตีนมาตรฐานตางๆวิเคราะหโดยวิธีโพลิอะคริ 
       ละไมด เจล อิเลกโตรโฟลิซีส แบบเอสดีเอส 
 

น้ําหนักโมเลกุล 
(กิโลดาลตัน) โปรตีนมาตรฐาน แหลงที่มา คาเคลื่อนที่

สัมพัทธ (Rf) 
117 β-galactosidase E. coli 0.20 
85 BSA Bovine plasma 0.33 
49 OVA Chicken egg white 0.55 
34 Carbonic anhydrase Bovine erythrocyte 0.78 
25 β-lactoglobulin Bovine milk 0.96 
19 Lysozyme Chickem egg white 1.00 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปผนวกที่ ข.3 กราฟโปรตีนมาตรฐานที่วิเคราะหโดยวิธีโพลิอะคริละไมด เจล อิเล็กโทรฟอเรซีส 

แบบเอสดีเอส 
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ภาคผนวก ค 

 
การเตรียมสาร 

 
ภาคผนวก ค.1 การเตรียมสารละลายสําหรับทดสอบการเชื่อมติดสารกับโปรตีนโดยวิธี TNBS 
 

1) 0.1 Sodiumbicarbonate buffer pH 8.5 
- Na2CO3   3.18 กรัม 
- NaHCO3   5.86 กรัม 
- น้ํากลั่น   1 ลิตร 
 

2) 10% SDS 
- Sodium dodecyl sulfate(SDS) 10 กรัม 
- น้ํากลั่น   100 มิลลิลิตร 
 

ภาคผนวก ค.2 การเตรียมสารละลายตางๆ สําหรับใชในการทดสอบดวยวิธี ELISA 
 
 1)  0.01 M Phosphate Buffer Saline ความเขมขน 5 เทา pH 7.4 (5X PBS)   

- NaCl  (MW. 58.44)  40.5 กรัม 
- KCl (MW. 74.56)  1 กรัม 
- KH2PO4 (MW. 136.09)  1 กรัม 
- Na2HPO4 (MW.141.96)  5 กรัม 
- น้ํากลั่น   1  ลิตร 
   ผสมใหเขากัน ปรับ pH เทากับ 7.4 เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เวลานํามาใชผสม 
5X PBS 100 มิลลิลิตร กับน้ํากลั่น 400 มิลลิลิตร 
 

2) PBS-0.05% Tween 20 ความเขมขน 5 เทา (5X PBS-T) 
- 5X PBS   1 ลิตร 
- Tween 20   2.5 มิลลิลิตร 
   ผสมใหเขากัน เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เวลานํามาใชผสม 5X PBS 100 
มิลลิลิตร กบัน้ํากลั่น 400 มิลลิลิตร 
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 3) 5% นมพรองมันเนย 
  นมพรองมันเนย ยี่หอ mission  5 กรัม 
  PBS     100 มิลลิลิตร 
  ผสมใหเขากัน (เตรียมใหมกอนใช) 

 
 4) 0.15 M Phosphate Citrate buffer, pH 5.0 
  Na2HPO4 (MW. 141.96)   9.5 กรัม   
  Citric acid monohydrate   7.3 กรัม   

น้ํากลั่น     1 ลิตร 
ผสมใหเขากันใสขวดสีชา เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

 
5) Stock OPD 

O-phenylenediamine HCl  80 มิลลิกรัม 
0.15M Phosphate citrate buffer, pH5.0 1 มิลลิลิตร 
ผสมเขากันใสในหลอดสีชาเก็บไวที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส 
 

6) Substrate OPD 
Stock OPD     75 ไมโครลิตร 
30% H2O2    6 ไมโครลิตร 
0.15 M Phosphate citrate buffer  15 มิลลิลิตร 
ผสมใหเขากัน(เตรียมในขวดสีชา) เตรียมใหมกอนใชทุกครั้ง 
 

7) 2.5 M H2SO4 ( Stopping reagent ) 
96% H2SO4(98.08 mol/l)   133 มิลลิลิตร 
น้ํากลั่น     867 มิลลิลิตร 

 คอยๆ เทกรดลงในน้ํากลั่น ผสมใหเขากัน 
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ภาคผนวก ค.3 การเตรียมอาหารเลี้ยงเซลลชนิดตางๆ 
 

1) Stock  HAT 100X 
 Hypoxanthine 0.1361 กรัม. ละลายดวยน้ํากลั่น  20  มิลลิลิตร 
 Aminopterin 0.0018 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น  20  มิลลิลิตร 
 Thymidine 0.0388 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น  20  มิลลิลิตร 
นําสารละลายแตละสารมาผสมกัน แลวเติมน้ํากลั่นลงไปใหครบ 100 มิลลิลิตร นําไปกรอง
ดวย Millipore ขนาด 0.22 ไมโครเมตร แบงใสขวดๆละ 10 มิลลิลิตร แลวเก็บไวที่อุณหภูม ิ
0 องศาเซลเซียส   

         
2) Stock  HT 100X 

 Hypoxanthine 0.1361 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น  20  มิลลิลิตร 
 Thymidin 0.0388 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น  20  มิลลิลิตร 
นําสารละลายทั้ง 2 สารมาผสมกัน แลวเติมน้ํากลั่นลงไปใหครบ 100 มิลลิลิตร นําไปกรอง
ดวย Millipore ขนาด 0.22 ไมโครเมตร แบงใสขวดๆละ 10 มิลลิลิตร แลวเก็บ ไวที่อุณหภูมิ 
0  องศาเซลเซียส 

 
       3)  อาหารเลี้ยงเซลล 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 

ละลายสารทุกอยางในน้ํากลั่น ผสมใหเขากัน แลวนําไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22 
ไมโครเมตร แบงใสขวดๆละ 100 มิลลิลิตร แลวเก็บไวที่อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส กอนจะ
ใชผสม 20% FCS 
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4)  อาหารเลี้ยงเซลล HAT 
   อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640  1 ลิตร 
   HAT 100X    10 มิลลิลิตร 
 ผสมใหเขากัน แลวนําไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22 ไมโครเมตร แบงใสขวดๆละ 100 
 มิลลิลิตร เก็บไวที่อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส 
 

5) อาหารเลี้ยงเซลล HT 
   อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640  1 ลิตร 
   HT 100X    10 มิลลิลิตร 
 ผสมใหเขากัน แลวนําไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22 ไมโครเมตร แบงใสขวดๆละ 100 
 มิลลิลิตร แลวเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
 
 6) อาหารเลี้ยงเซลลสําหรับเก็บเซลลระยะยาว 
 อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 65 มิลลิลิตร 
 Fetal bovine serum  25 มิลลิลิตร 
 Dimethyl sulfoxide (DMSO) 10 มิลลิลิตร 
 ผสมใหเขากัน แลวนําไปแชที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 
 
 7) การเตรียม 50% PEG  

นํา Polyethylene glycol (PEG) มาอุนใหละลายที่อุณหภูมิประมาณ 50 องศาเซลเซียส  
ปริมาตร 2 มิลลิลิตร มาผสมกับอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ผสมให
เขากัน แลวแบงใสหลอดๆ ละ ประมาณ 1 มิลลิลิตร นําไปเก็บไวที่อุณหภูมิ 4  องศา
เซลเซียส กอนการหลอมรวมเซลลใหนําออกมาอุนไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
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ภาคผนวก ค.4 การเตรียมสารละลายที่ใชวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนโดยวิธี Lowry  
 

1) สารละลายรีเอเจนต เอ (reagent A)  
- 0.1M NaOH 

  NaOH    40 กรัม 
  น้ํากลั่น   500 มิลลิลิตร 
 ช่ัง Na2CO3 5 กรัม ละลายใน 0.1M NaOH 250 มิลลิลิตร คนใหเขากัน 
 

2) สารละลายรีเอเจนต บี (reagent B)  
- 1% trisodium citrate 

 Trisodium citrate(MW.294.10) 1  กรัม 
 น้ํากลั่น    100 มิลลิลิตร 

 ชั่ง CuSO4.5H2O 0.5 กรัมละลายใน 1% trisodium citrate 100 มิลลิลิตร 
 

3) สารละลายรีเอเจนต ซี (reagent C)  
ผสมรีเอเจนต เอ 20 มิลลิลิตร กับ รีเอเจนต บี 0.4 มิลลิลิตร เขาดวยกัน เตรียมใหมทุกครั้ง
เมื่อใช 
 

4) สารละลายรีเอเจนต ดี (reagent D)  
ผสม Folin-Ciocalteu Phenol reagent 1 มิลลิลิตรกับน้ํากลั่น 1 มิลลิลิตร เขาดวยกัน เตรียม
ใหมทุกครั้งเมื่อใช 

 
ภาคผนวก ค.5 การเตรียมสารละลายตางๆ สําหรับใชในการทาํแอนติบอดีใหบริสุทธ์ิ 
 

1) 0.1 M  citrate buffer, pH 3.5 
 0.1M citric acid 
  - Citric acid (MW. 210.14)  41.0  กรัม 
  - น้ํากลั่น   1 ลิตร 
 0.1M Na2HPO4 
  - Na2HPO4 (MW. 358.14) 71.63 กรัม 
  - น้ํากลั่น   1 ลิตร 
ไตเตรทกรดดวยดางจนได pH 3.5  กรองผ าน Millipore ขนาด 0.22 ไมโครเมตร 
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2) 0.1 M  Phosphate buffer, pH 8.0  

 - Na2HPO4 (MW. 358.14)  30.8 กรัม 
 - NaH2PO4 (MW. 156.01)  2.2 กรัม 
 - น้ํากลั่น    1 กรัม 
กรองผาน Millipore ขนาด 0.22 ไมโครเมตร 
 

3) 1.0 M Tris-HCl buffer, pH 9.0   
- Tris (hydroxymethyl) aminomethane(MW. 121)   60.5  กรัม   
- น้ํากลั่น 500 มิลลิลิตร 

ปรับ pH กรดไฮโดรคลอลิก จนได pH เทากับ 9 นําไปกรองผาน Millipore ขนาด 0.22  
ไมโครเมตร 
 

ภาคผนวก ค.6 การเตรียมสารละลายสําหรับ SDS-PAGE 
 

1) 10% separating gel 
-น้ํากลั่น     3.84 มิลลิลิตร 
-40% Acrylamide gel   2.00 มิลลิลิตร 
-1.5M Tris (pH 8.8)   2.00 มิลลิลิตร 
-10% SDS    0.08 มิลลิลิตร 
-10% Ammoniumpersulfate(APS) 0.08 มิลลิลิตร 
-TEMED    0.0032 มิลลิลิตร 

 
2) 5% stacking gel 

-น้ํากลั่น     1.46  มิลลิลิตร 
-40% Acrylamide gel   0.25 มิลลิลิตร 
-1.0M Tris (pH 6.8)   0.25 มิลลิลิตร 
-10% SDS    0.02 มิลลิลิตร 
-10% Ammoniumpersulfate(APS) 0.02 มิลลิลิตร 
-TEMED    0.002 มิลลิลิตร 
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3) SDS staining dye 
-SDS dye    900 ไมโครลิตร 
-β-mercaptoethanol   100 ไมโครลิตร 

  
4) Running buffer 

-Trisma base    15.1 กรัม 
-Glycine    94 กรัม 
-SDS     5 กรัม 
-น้ํากลั่น     1 ลิตร 

 
5) Staining solution 

-comassie brillant blue R 250  5 กรัม 
-95% ethanol    450 มิลลิลิตร 
-acetic acid    100 มิลลิลิตร 
-น้ํากลั่น     450 มิลลิลิตร 

 
6) Destaininng solution 

-methanol    250 มิลลิลิตร 
-glacial acetic acid   70 มิลลิลิตร 
-น้ํากลั่น     680 มิลลิลิตร 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

นายรัฐพล เฉลิมโรจน เกิดเมื่อวันที่ 20 ตุลาคม พ.ศ. 2523 ที่กรุงเทพมหานคร สําเร็จการ
ศึกษาหลักสูตรวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ใน
ปการศึกษา 2545 และเขาศึกษาตอหลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิตที่จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย เมื่อปการศึกษา 2547  เสนอผลงานวิชาการในงานการประชุมเสนอผลงานวิจัยระดับ
บัณฑิตศึกษาแหงชาติ คร้ังที่ 6 วันที่ 13-14 ตุลาคม 2549 
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