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บทที่  1 
 

บทนํา 

1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
 

ปจจุบันไดมีการนําเทคโนโลยีตางๆมาใชในการเล้ียงสัตวเพื่อการบริโภคอยางตอเนื่อง และ ส่ิง
ท่ีนิยมคือ การใชยาปฏิชีวนะ ผสมลงในอาหารสัตว เพื่อปองกันหรือรักษาโรคท่ีเกิดข้ึนในสัตว ยากลุม
หนึ่งท่ีนิยมใชในการปองกัน และ รักษาโรคสัตวท่ีเกิดจากการติดเช้ือแบคทีเรีย เชนเช้ือ Salmonella sp. , 
Escherichia coli , Coccidia คือยาในกลุม ไนโตรฟูแรน ซ่ึงมีอยู 4  ชนิดไดแก ไนโตรฟูราโซน (nitrofurazone, 
NFZ)  ไนโตรฟูแรนโทอิน (nitrofurantoin, NFT) ฟูราโซลิโดน (furazolidone, FZD)  และ ฟูรัลทาโดน 
(furaltadone, FTD) ซ่ึงสารท้ัง 4 ชนิดนี้ มีสมบัติท่ีไมเสถียร  ไวตอแสง และถูกออกซิไดสไดงายเมื่อ
สัมผัสกับอากาศเปนเวลานาน เม่ือเขาสูรางกายจะถูกเปล่ียนเปนสาร เมแทบอไลต ไดแก เซมิคารบาไซด 
(SCAicarbazide; SCA), 1-อะมิโนไฮแดนโทอิน (1-Aminohydantoin; AHD), 3-อะมิโน-2-ออกซาโซ
ลิดิโนน (3-amino-2-oxazolido; AOZ) และ 3-อะมิโน-5-มอรฟอลิโนเมทิล-2-ออกซาโซลิดิโนน (3-
amino-5-morpholinomethyl-2-oxazolidone; AMOZ) ตามลําดับ โดยจะถูกดูดซึมผานเยื่อเมือกของลํา
ไส ของสัตว (Kumar และคณะ, 1994; Keeffe และคณะ, 2004 ) 

สารในกลุมดังกลาวมีรายงานวามีแนวโนมท่ีจะเปนสารกอมะเร็ง และกอใหเกิดการกลายพันธุ
ในสัตวทดลอง ซ่ึงจะถูกเมแทบอไลตเร็วมาก ภายใน 2-3 ชั่วโมง หลังเขาสูรางกายดังนั้นจะไมสามารถ
ตรวจพบได  ซ่ึงสาร เมแทบอไลต ท่ีได จะอยูในรูปท่ี ติดอยูท่ีเนื้อเย่ือ  ซ่ึงจะคงอยูนานหลายสัปดาห ใน
การใชยาและสารเหลานี้จะใชโดยการผสมรวมกับอาหารสัตวในปริมาณนอย แตใหสัตวกินติดตอกัน
เปนเวลานาน ซ่ึงมีผลทําใหเกิดการสะสมของยาและสารเคมีในอวัยวะตางๆของรางกายสัตว เชน ในนม 
เนื้อ หรือ ไข  เกิดการตกคางในเนื้อสัตวและผลิตภัณฑสัตวทําใหเกิดการดื้อยาของเชื้อ ซ่ึงจะสงผล
กระทบตอผูบริโภค (Bryan, 1978) จากสาเหตุดังกลาว จึงทําใหหลายประเทศหันมาเนนเร่ืองความปลอด
ภัยของอาหารโดย ไนโตรฟูแรน เปนหนึ่งในยาปฏิชีวนะท่ีมีการส่ังหามไมใหใชกับสัตวเล้ียงเพื่อการ
บริโภคในหลายประเทศโดยเฉพาะประเทศในกลุมสหภาพยุโรป และ สหรัฐอเมริกา จึงไดมีการตรวจ
วิเคราะหหาสารตกคางของยาปฏิชีวนะในเน้ือสัตวและผลิตภัณฑสัตวกอนการสงออกในหองปฏิบัติ
ก า ร โ ด ย วิ ธี ท า ง เค มี ด ว ย เค ร่ื อ ง  High Performance Liquid Chromatography (HPLC), Liquid 
Chromatography-Mass Spectometry-Mass Spectometry (LC-MS-MS) (Leitner, Zöllner and Lindner, 
2001; Keeffe และคณะ, 2004) ซ่ึงเปนเคร่ืองมือท่ีมีราคาแพง มีคาใชจายสูง ใชเวลามาก ทําใหการตรวจ
วิเคราะหตัวอยางทําไดไมครอบคลุมดังนั้นจึงมีความจําเปนท่ีจะตองหาวิธีการตรวจสอบท่ีงาย  สะดวก  
ไดผลเร็วแมนยําและ คาใชจายตํ่า  เพื่อใชในการตรวจสอบยาปฏิชีวนะในอาหารสัตวกอนการนําเขา 
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และ กอนการนําไปใชเล้ียงสัตวเพื่อเปนการปองกันไมใหมีสารตองหามเขามาในระบบการผลิตสัตว ซ่ึง
เปนหลักการข้ันพื้นฐานท่ีตองปฏิบัติเพื่อเปนการปองกันไมใหเกิดปญหาต้ังแตตนดีกวาการไปตรวจใน
ผลผลิตสุดทาย สําหรับชุดตรวจสอบที่ใชปฏิกิริยาทางเคมีมักไมยุงยากซับซอนมาก มีราคาถูก ใชงาย 
และยังสามารถใชบอกระดับหรือปริมาณสารท่ีตองการตรวจวัดไดคอนขางแนนอนแตมีขอจํากัดคือมัก
มีความจําเพาะนอยกวาชุดตรวจสอบท่ีใชหลักการทางภูมิคุมกันวิทยา สําหรับผลิตภัณฑอาหารท่ีจัดได
วาไดมาตรฐานตามประกาศกระทรวงสาธารณสุขจะตองพบปริมาณสาร AMOZ ซ่ึงเปนสารในกระบวน
เมแทบอไลตของ ฟูรัลทาโดน ปนเปอนนอยกวา 0.3 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม (ประกาศสํานักงานคณะ
กรรมการอาหารและยา, 2546) 

เทคนิคการตรวจวิเคราะหสารตกคางโดยใชหลักการภูมิคุมกันวิทยา Enzyme-Linked-
Immunosorbent Assay (ELISA) เปนเทคนิคท่ีใชกันอยางกวางขวางในการตรวจหาสารตกคาง ในสัตว
เล้ียงและผลิตภัณฑจากสัตวเล้ียง โดยอาศัยหลักการตรวจวัดปริมาณ แอนติเจน โดยการใช แอนติบอดี ท่ี
จําเพาะกับแอนติเจน ซ่ึงวิธีนี้เปนวิธีท่ีคาใชจายตํ่า รวดเร็ว และ มีความแมนยําสูง เนื่องจากปจจุบันยัง
ไมมีการรายงานการพัฒนาวิธีการตรวจสาร AMOZ  โดยวิธี ทางภูมิคุมกันวิทยา ดังนั้น จึงควรมีการ
พัฒนาความสามารถในการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี ท่ีมีความจําเพาะตอสาร AMOZ ทําใหการ
ตรวจโดยหลักการภูมิคุมกันวิทยามีความจําเพาะสูงข้ึนและสามารถควบคุมคุณภาพการผลิตไดงายข้ึน
เพื่อนําไปพัฒนาตอในข้ันทําชุดตรวจ (ELISA test kit) ทําใหตนทุนในการตรวจสารนี้ลดลง มีความ
สะดวกในการใชงานไดใกลเคียงกับชุดตรวจที่ใชปฏิกิริยาทางเคม ีท้ังยังสามารถทําใหรูปริมาณของสาร
ในระดับตํ่าท่ีเทคนิคทางเคมีไมสามารถตรวจพบได ดังนั้นเทคนิคนี้จึงไดรับความนิยมสูงข้ึนมากจนทํา
ใหการตรวจโดยใชหลักการภูมิคุมกันวิทยาเปนหนึ่งในวิธีการตรวจหลักในปจจุบัน 
 

1.2  วัตถุประสงคของการวิจัย 
 

1. เตรียมเซลลไฮบริโดมาท่ีสามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอ 3-อะมิโน- 
    5-มอรฟอลิโนเมทิล-2-ออกซาโซลิดิโนน (AMOZ) 
2. ศึกษาลักษณะสมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตได 

 

1.3  ขอบเขตและวิธีดําเนินการวิจัย 
 
 1. คนควาและรวบรวมขอมูลท่ีเกี่ยวของกับงานวิจัย 

2. เปล่ียนแปลงอนุพันธุของสาร 3-อะมิโน-5-มอรฟอลิโนเมทิล-2-ออกซาโซลิดิโนน 
   (AMOZ) และเช่ือมตอกับโปรตีนพาหะ เพื่อใชเปนแอนติเจน 
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3. ฉีดกระตุนระบบภูมิคุมกันของหนูใหสรางแอนติบอดีตอ สาร AMOZ ท่ีเปล่ียนแปลง 
    อนุพันธุเปน 3-{[(3-carboxyphenyl)methylene]amino}-5-morpholinomethyl-2- 

oxazolidone (CPAMOZ) 
4. เตรียมเซลลไฮบริโดมาท่ีมีความสามารถในการสรางแอนติบอดี 
5. คัดเลือกเซลลไฮบริโดมาท่ีสรางโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอ AMOZ โดยวิธี 

ELISA  
 6. ศึกษาลักษณะสมบัติเบ้ืองตนของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีได 

  6.1  การทดสอบไอโซไทป (isotype) ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ AMOZ 
        โดยใชชุดทดสอบไอโซไทป (isotyping kit บริษัท Sigma Aldrich, USA) 

  6.2  การทดสอบความไวและปฏิกิริยาขามกับสารในกลุมไนโตรฟูแรน และสาร 
         นอกกลุมดวยวิธี Indirect competitive  ELISA   

7. การทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหบริสุทธ์ิ  
 
 8. วิเคราะหขอมูล สรุปผลการทดลอง และเขียนวิทยานิพนธ 
  

1.4  ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 
 

ไดเซลลไฮบริโดมาท่ีผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอ AMOZ 
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บทที่  2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

2.1 แนวคิดและทฤษฎี 
 
 แนวคิดและทฤษฎีไดกลาวถึงรายละเอียดเกี่ยวกับ คุณสมบัติเบ้ีองตนของยาปฏิชีวนะไนโตร
ฟูแรน รวมถึงสูตรโครงสรางทางเคมีท่ีสามารถเปล่ียนรูปเปนสารเมแทบอไลต (metabolite) สงผล
ใหเกิดพิษของสารตกคางและกอใหเกิดมะเร็งตอผูบริโภคดังนั้นจึงมีการกําหนดคาเกณฑมาตรฐาน
ของสารตกคาง ท่ีปจจุบันสามารถตรวจติดตามไดภายในหองปฏิบัติการดวยวิธีทางเคมี ซ่ึงตองใช
เคร่ืองมือท่ีมีราคาแพง ทําใหการตรวจติดตามทําไดไมครอบคลุม  ปจจุบันวิธีทางภูมิคุมกันวิทยา
โดยใชหลักการของ ELISA เปนท่ีนิยมใชในการตรวจหาสารตกคางเนื่องจากเปนวิธีท่ีสะดวก และ
รวดเร็ว ดังนั้นจึงเปนอีกทางเลือกหนึ่งท่ีจะนํามาใชในการตรวจติดตามสารตกคางไดเปนอยางดี  ดัง
ไดกลาวถึงในทฤษฏีเบ้ืองตนของการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีเพื่อนํามาพัฒนาตอในการ
ตรวจหาสารตกคางโดยใชหลักการ ELISA ตอไป รายละเอียดท้ังหมดกลาวไดดังนี้ 
 

2.1.1 สารไนโตรฟูแรน  (Nitrofurans) 
 
ประโยชนและการใชงาน 
 สารกลุมไนโตรฟูแรนเปนยาปฏิชีวนะท่ีไดจากการสังเคราะห นิยมใชกันอยางกวางขวางโดย
ใชเปนสารเรงการเจริญเติบโตและเปนยาตานจุลชีพ ออกฤทธไดดีตอเช้ือแบคทีเรียชนิดไมใชอากาศ
ท้ังแกรมบวกและแกรมลบ และออกฤทธ์ิตอเช้ืออมีบา  โปรโทซัว รวมท้ังเช้ือราบางชนิด ซ่ึงนิยมนํามา
ใชในอุตสาหกรรมการเล้ียงสัตวเพ่ือใชในการปองกันรักษาโรคติดเช้ือภายในลําไส กระเพาะอาหาร
และโรคติดเช้ือในระบบทางเดินปสสาวะของสัตวโดยเกิดจาก แบคทีเรีย เชน Salmonella  spp. (โรค 
Salmonellosis)  Escherichia coli  (โรค Colibacilosis)   โรคท่ีเกิดจาก  Coccidia  (โรค Coccidiosis) ขอ
เทาอักเสบจากการติดเช้ือ (infectious synnovitis) โรคหงอนดํา (Blackhead) หรือ Histomoniasis ท่ีพบ
ในสัตว ไดแก สุกร  แพะ  แกะ  โค  กระบือ  เปด  ไก และ กุง เปนตน สําหรับการใชยาในสัตวมีหลาย
วิธี เชน สัตวท่ีมีขนาดใหญใชการ ฉีด สัตวท่ีมีขนาดเล็กท่ีเล้ียงแบบแออัดจะใชยาผสมน้ําหรืออาหาร
ในการปองกันรักษาโรคสัตว (Bryan, 1978) 
   
สูตรโครงสรางทางเคมี ลักษณะและสมบัติของสารในกลุมไนโตรฟูแรน 

 ไนโตรฟูแรนมีรูปรางเปนผลึกสีเหลืองออนถึงเหลืองสมไมมีกล่ิน ละลายนํ้าไดเล็กนอย สลายตัว
ไดงาย เม่ือถูกแสง อนุพันธุของสารกลุมไนโตรฟูแรน ท่ีเปนยาตั้งตน  (parent drugs) มีหลายรอยชนิด แตท่ี
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นิยมใช เชน ฟูรัลทาโดน (Furaltadone, FTD; 5-morpholinomethyl-3-[5-nitrofurfurylideneamino]-2-
oxazolidinone) ฟูราโซลิโดน (Furazolidone, FZD; N-[5-nitro-2-furfurylidene]-3-amino-2-oxazolidone) ไน
โตรฟูราโซน (Nitrofurazone, NFZ; 5-nitro-2-furaldehyde semicarbazone) และ ไนโตรฟูแรนโทอิน 
(Nitrofurantoin, NFT; N-[5-nitro-2-furfurylidene]-1-aminohydantoin) ฯลฯ (ศักดิ์สิทธ์ิ สุสเกตุ, 2545) โครง
สรางทางเคมีของสารดังกลาวแสดงดังตารางท่ี 2.1 
    

 โดยสูตรโครงสรางของสารกลุมนี้ประกอบดวยวงแหวนฟูแรนเกาะดวยกลุมไนโตร เรียก
วา 5-Nitrofuraldehyde และมีรูปรางเปนผลึกสีเหลืองออนถึงเหลืองสม ไมมีกล่ิน  ไมมีรส  ละลาย
น้ําไดเล็กนอย  สลายตัวไดงายเม่ือถูกแสง (Rupp และ คณะ, 1994) 
 
สารไนโตรฟูแรน เม่ือเขาสูรางกาย 
 เม่ือยาหรือสารเคมีเขาสูรางกาย ส่ิงมีชีวิตจะมีวิธีในการกําจัดสารเคมีเหลานั้นโดยกระบวนการ 
เมแทบอลิซึม ซ่ึงยาสวนใหญจะถูกเปล่ียนไปอยูในรูปสารท่ีละลายไดและถูกกําจัดออกไปจากรางกาย 
แตในบางกรณีสารเมแทบอไลต อาจไปจับกับโปรตีนในรางกายสัตว เปนผลใหขบวนการขับออกไป
เปนไปไดชา และมีผลกระทบตอความปลอดภัยของอาหาร เพราะสามารถคงอยูในรางกายสัตวไดเปน
ระยะเวลานานภายหลังจากการหยุดใหยาไปแลว  เม่ือมนุษยบริโภคผลิตภัณฑท่ีมียาสัตวตกคางไนรูป
ของ bound residues เหลานี้จะถูกกรดในกระเพาะอาหารยอยและปลดปลอยสารตกคางออกมาจาก
โปรตีนท่ีเกาะอยูซ่ึงอาจเปนอันตรายตอผูบริโภค (Keefle และ Horne , 1999) 

ยาต้ังตนท้ัง 4 ชนิดนี้จัดเปนสารประกอบไนโตร (nitro compounds) มีสมบัติท่ีไมเสถียร  ไวตอ
แสง และจะถูกออกซิไดสไดงายเม่ือสัมผัสกับอากาศเปนเวลานาน  เม่ือยาตั้งตนท้ัง 4 ชนิดนี้เขาสูรางกาย
ของส่ิงมีชีวิตจะเกิดกระบวนการเมแทบอลิซึมทําใหเกิดสารเมแทบอไลตท่ีสําคัญ ไดแก 3-อะมิโน-5-มอร
โฟลิโนเมทิล-2-ออกซาโซลิดิโนน (3-amino-5-morpholinomethyl-2-oxazolidone; AMOZ) 3-อะมิโน-2-
ออกซาโซลิดิโนน (3-amino-2-oxazolido; AOZ) เซมิคารบาไซด (semicarbazide; SCA) และ 1-อะมิโนไฮ
แดนโทอิน (1-aminohydantoin;  AHD)  (Leitner และ คณะ, 2001)  แสดงดังตารางท่ี 2.1 
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ตารางท่ี 2.1   แสดงโครงสรางทางเคมีของสารในกลุมไนโตรฟูแรนในรูปยาต้ังตน และการ 
         เปล่ียนรูปของสารไนโตรฟูแรน เม่ือเขาสูรางกายเปนสารเมแทบอไลต 

 
Parent drugs Metabolites 

 
O

O
N

N OO2N

ON
 

ฟูรัลทาโดน (Furaltadone; FTD) 
(5-morpholinomethyl-3-[5-nitrofurfurylidene 

amino]-2-oxazolidinone) 

 

N O

ON

H2N
O

 
 

3-อะมิโน-5-มอรโฟลิโนเมทิล-2-ออกซาโซลิดิโนน 
(3-amino-5-morpholinomethyl-2-oxazolidone; AMOZ) 

 
O

O
N

N OO2N
 

ฟูราโซลิโดน (Furazolidone; FZD) 
(N-[5-nitro-2-furfurylidene]-3-amino-2-oxa 

zolidone) 

 
O

H2N
N O

 
 

3-อะมิโน-2-ออกซาโซลิดิโนน 
(3-amino-2-oxazolidone; AOZ) 

 
O

NH2O
N

NHO2N
 

ไนโตรฟูราโซน (Nitrofurazone; NFZ) 
(5-nitro-2-furaldehyde semicarbazone) 

 
O

NH2
H2N

NH  
 

เซมิคารบาไซด  (Semicarbazide; SCA) 
 

O

O
N

N NHO2N

O  
ไนโตรฟูแรนโทอิน (Nitrofurantoin; NFT) 

(N-[5-nitro-2-furfurylidene]-1-aminohydantoin) 

 
O

H2N
N NH

O  
1-อะมิโนไฮแดนโทอิน (1-Aminohydantoin; AHD) 
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พิษของสารตกคางไนโตรฟูแรน 
จากผลการศึกษาในสัตวทดลอง พบวา สารกลุมนี้มีแนวโนมเปนสารกอมะเร็งและทําให

เกิดการกลายพันธุในสัตวถาไดรับการบริโภคเปนระยะเวลานาน โดยพบวา ฟูราโซลิโดน  มีผล
ยับยั้ งหน าท่ี เอนไซมบางประเภท  โดยขอมูลจาก  Irish Agriculture and Food Development 
Authority ตามโครงการศึกษา Project Armis No. 4036 ของสหภาพยุโรปในป 1999 พบวาเม่ือ
มนุษยบริโภคผลิตภัณฑท่ีมีสารเมแทบอไลตจับกับโปรตีนในเนื้อเยื่อสุกรเขาไปกรดในกระเพาะจะ
ยอย AOZ side-chain ออกมาและเปล่ียนรูปไปเปน β-hydroxyethylhydrazine ซ่ึงเปนสารท่ีกอให
เกิดการกลายพันธุและกอมะเร็งซ่ึงในการประเมินความปลอดภัยจากยาสัตวตกคาง ตองศึกษาวา 
protein-bound residue สามารถปลดปลอยรีแอกทิฟเมแทบอไลตจากการถูกยอยโดยเอนไซมหรือ
ภายใตสภาวะความเปนกรดออนภายในกระเพาะอาหารของผูบริโภค ดังตัวอยางยา ฟูราโซลิโดน ท่ี
ใหในสุกร ดังรูป 2.1 
 

Furazolidone 

 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 2.1    แสดงกลไกในการเกิด bound residues ของ furazolidone ในสุกร และการปลดปลอย AOZ 

   ในกระเพาะอาหารของคน (Keefle และ Horne, 1999) 

Stomach 

absorption and biotransformation 

furazolidone AOZ-side-chain 

polar metabolites bound metabolites II bound metabolites I 

Stomach 

AOZ-side-chain 

absorption + biotransformation 

bound metabolites I  metabolites  

PIG 

HUMAN 
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การทําใหเกิดการกลายพันธุ (mutagenecity) คือ ความสามารถในการเหนี่ยวนําใหเกิดการ
เปล่ียนแปลงองคประกอบของยีนภายในเซลลซ่ึงสารท่ีทําใหเกิดการเปล่ียนแปลงของยีนอาจทําให
เกิดมะเร็งในสัตวทดลองไดดวย (Botsoglou  และ Fletouris, 2001) 

นอกจากนี้ยังมีการศึกษาพบวา ฟูราโซลิโดน จะมีการเปล่ียนแปลงในเนื้อเยื่อโดยจะเปล่ียน
ไปอยูในรูปของฮัยดราซีน (hydrazine) ซ่ึงเปนพิษตอยีน จะไปรวมตัวกับดีเอ็นเอ (DNA) ภายใน
เซลล (Hoogenboom และ Polman ,1993 อางโดย มาลินี 2541) 

เนื่ องจากไนโตรฟูแรน  เปนสารกอมะเร็งชนิด ท่ีมีความเปนพิษตอยีน  (genotoxic 
carcinogens)  คือ สารกอมะเร็งซ่ึงออกฤทธ์ิโดยตรงตอ DNA และจะทําใหเกิดการกลายพันธุไดแม
ไดรับเพียงแคคร้ังเดียว โดยสารท่ีเปนสารกอมะเร็งชนิดท่ีมีความเปนพิษตอยีนจะมีการหามนํามาใช
ในสัตวเพื่อการบริโภคและหามมีตกคางไมวาในปริมาณเทาใดแมวาจะอยูในรูปยาตั้งตน หรือเมแท
บอไลต ซ่ึงสงผลทําใหหลายๆ ประเทศ จํากัดการใช โดยเฉพาะการใชผสมในอาหารสัตวท่ีใช
สําหรับบริโภค สารกลุมนี้จึงถูกหามใชกับสัตวท่ีเล้ียงเพื่อการบริโภค  ในหลายประเทศ เชน 
อเมริกา  แคนนาดา  ออสเตรีย  ญ่ีปุน  สิงคโปร  บังคลาเทศ  และกลุมสหภาพยุโรป (Bryan, 1978) 
 
มาตรฐานสารตกคางไนโตรฟูแรน 

จากอันตรายของสารในกลุมนี้ทําใหเกิดความเส่ียงท่ีผูบริโภคจะไดรับอันตรายจากสารตกคาง
เหลานี้ ดังนั้นบางประเทศจึงหามไมใหใชยากลุมนี้กับสัตวเล้ียงเพื่อใชสําหรับการบริโภค เชน 
ประเทศในกลุมสหภาพยุโรป, สหรัฐอเมริกา และแคนาดา สงผลทําใหประเทศตางๆไดออกกฎหมาย
ควบคุมระดับสูงสุดท่ียอมรับไดของสารตกคางกลุมนี้ในผลิตภัณฑอาหารจากสัตว โดยปกติจะกําหนด
เปนขีดจํากัดสารตกคางสูงสุด ซ่ึงเรียกวาคา MRL (Maximum Residue Limit) แตคา MRL ของแตละ
ประเทศอาจไมตรงกัน ดังนั้น องคการอาหารและยาของสหรัฐอเมริกา (FDA) องคการอาหารและ
เกษตรกับองคการอนามัยโลก (FAO/WHO) จึงรวมกันต้ังคณะกรรมการรวม (Codex Committee on 
Residue of Animal Drugs, CCRVDF) ข้ึน เพื่อเสนอคา MRL ท่ีเปนสากลมากขึ้น โดยสารในกลุมไน
โตรฟูแรน มีการกําหนดคา MRL อยูในระดับท่ีเรียกวา zero tolerance level คือตองไมมีการตกคางของ
สารกลุมนี้อยูในผลิตภัณฑจากสัตว (European  Commission , 2001) 

 ทําใหหลายประเทศไดพัฒนาวิธีการตรวจวิเคราะหและไดกําหนดคาขีดจํากัดต่ําสุดของ
เคร่ืองมือในการวิเคราะหสารไนโตรฟูแรนซ่ึงในขณะนี้สหภาพยุโรปไดจัดต้ังโครงการชื่อ 
FoodBRAND ข้ึน โดยมีวัตถุประสงคเพื่อพัฒนาวิธีตรวจวิเคราะหท่ีมีประสิทธิภาพ  โครงการน้ีอยู
ภายใตการรวมมือของตัวแทนกลุมตางๆ ไดแก National Reference Laboratories (NRLs) ท่ีไดรับ
การรับรอง GLP/EN45000   กลุม SCA    กลุมหองปฏิบัติการวิจัยตางๆและกลุมผูบริโภค ซ่ึงไดขอ
สรุปวา จะใหหองปฏิบัติการทั่วไปสามารถใชวิธี ELISA ในการตรวจวิเคราะห ไดตามความเหมาะ
สม  และอาจยืนยันผลการตรวจวัดสารดังกลาวดวยเทคนิคอ่ืน เชน High Performance Liquid 
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Chromatography (HPLC) ห รื อ  Liquid Chromatography-Mass Spectrometry-Mass Spectometry  
(LC-MS-MS)  สําหรับประเทศไทยกระทรวงสาธารณสุขไดกําหนดใหเพิกถอนทะเบียนตําหรับยาท่ี
ใชสําหรับสัตวท่ีมีตัวยากลุมไนโตรฟูแรน ไดแก ไนโตรฟูราโซน และฟูราโซลิโดน นอกจากนี้ยัง
หามนําเขายา เภสัชเคมีภัณฑ และเกลือของเภสัชเคมีภัณฑเหลานี้ แตอยางไรก็ตามยังมีการลักลอบ
นําสารเหลานี้เขาภายในประเทศไดในรูปของอาหารสัตว ดังนั้นการตรวจวิเคราะหหาสารกลุมนี้ท่ี
ปนเปอนจึงเปนส่ิงสําคัญ แตเนื่องจากการวัดปริมาณยาตกคางดังกลาวสามารถทําไดในขีดจํากัด 
เนื่องจากตองใชเคร่ืองมือวิเคราะหข้ันสูงท่ีมีราคาแพงมาก สําหรับคามาตรฐานสารตกคางไนโตรฟู
แรนท่ีประกาศโดยสํานักงานคณะกรรมการอาหารและยา เร่ือง หลักเกณฑ เง่ือนไข และวิธีการ
ตรวจวิเคราะหการปนเปอนสารเคมีบางชนิดในอาหาร (ดานิศ  ทวีติยานนท, 2545) ไดแสดงดังตา
รางท่ี 2.2 

 
ตารางท่ี   2.2    ขีดจํากัดสารตกคางสูงสุดของสารอนุพันธุไนโตรฟูแรน ณ ประเทศตางๆ 
 

  ปริมาณสารอนุพันธุของไนโตรฟูแรน 
ประเทศ ไมโครกรัมตอกิโลกรัม (μg/kg) 

  AMOZ AOZ SCA AHD 

1. สหภาพยุโรป  0.3 0.3 1.0 1.0 
2. เยอรมัน 0.3 0.3 0.5 1.0 
3. อเมริกา x x x x 
4. ออสเตรเลีย x x x x 
5. นิวซีแลนด x x x x 
6. แคนาดา 0.3 0.3 1.0 1.0 
7. สวิตเซอรแลนด 0.3 0.3 1.0 1.0 
8. สาธารณรัฐเช็ก 0.3 0.3 1.0 1.0 
9. ญ่ีปุน x x x x 
10. ไทย 0.3 0.3 1.0 1.0 

 
หมายเหตุ    x  =  zero tolerance level  คือตองไมมีการตกคางของสารกลุมนี้อยูในผลิตภัณฑจากสัตว 
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การประเมินความปลอดภัยจากยาสัตวตกคาง 
 จากนิยามยาสัตวตกคางของ CODEX ยาสัตวตกคางท่ีอาจเปนอันตรายตอผูบริโภคไมจํา
เปนตองอยูในรูปแบบของยาต้ังตน  ท่ีใหแกสัตว แตอาจอยูในรูปของสารท่ีเปล่ียนรูปไปเปนเมแท
บอไลตอิสระหรือ เมแทบอไลตท่ีไปจับกับโมเลกุลอ่ืนหรือเนื้อเยื่อสัตวก็ได (tissue bound residues 
or bound metabolites) ซ่ึงการสะสมสารตกคางในเนื้อเยื่อสัตวข้ึนกับปจจัยดังตอไปนี้ 

1. อัตราการดูดซึมยา (absorption) 
2. ขอบเขตการแพรกระจายของยา (distribution) 
3. อัตราการเมแทบอไลต  
4. การขับออกของยาต้ังตน (parent drug) และเมแทบอไลต  
5. อัตราสวนของ สารประกอบต้ังตน ตอ เมแทบอไลต ท่ีมาจากยาชนิดเดียวกันจะแตกตาง

กันไปในเนื้อเยื่อแตละชนิด (กลามเนื้อ  ตับ  ไต) 
โดยยาบางชนิดอาจขับออกจากรางกายโดยไมมีการเปลี่ยนรูปแตยาสวนใหญจะ

ถูกเปล่ียนรูป (biotransformation) ท่ีตับและไตกอนขับออกจากรางกายในสภาพสารเมแทบอไลต
ชนิดตางๆท่ีมีข้ัวสูงข้ึนกวาสารเดิม  โดยหลักการแลว ยาท่ีใหกับสัตวทุกชนิดสามารถทําใหเกิดสาร
ตกคางไดท้ังในเนื้อเยื่อ  นม  ไขท่ีบริโภค ท้ังนี้ข้ึนกบั 

1. ขนาดยาท่ีให 
2. ชวงเวลาของการใหยา 
3. ระยะหยุดยาท่ีเหมาะสม 
 

การตรวจติดตามสารตกคางไนโตรฟูแรน 
เนื่องจากไดมีมาตรการควบคุมและติดตามการใชสารกลุมนี้  ดังนั้น เพื่อสรางความเช่ือม่ัน

ในอาหารสัตวและผลิตภัณฑท่ีไดจากสัตว เพื่อความปลอดภัยตอผูบริโภคจึงตองทําการตรวจสอบ
กอนการนําเขาและสงออกสินคา โดยพบวา สารกลุมไนโตรฟูแรน ในรูปยาตั้งตนไดแก ฟูรัลทา
โดน  ฟูราโซลิโดน  ไนโตรฟูแรนโทอิน และ ไนโตรฟูราโซน จะถูกยอยสลายอยางรวดเร็วในสัตว
ภายใน 2-3 ช่ัวโมง เปล่ียนไปอยูในรูปสาร เมแทบอไลต คือ  AMOZ    AOZ    SCA  และ   AHD  
ตามลําดับ  ปกติสารเมแทบอไลต ของไนโตรฟูแรน จะอยูในรูปสารเมแทบอไลตท่ีจับกับโปรตีนโดย
การทําใหสารเมแทบอไลต อยูในรูปอิสระโดยอาศัยการยอยสลายพันธะดวยกรด เชน กรดไฮโดรคลอ
ริก (HCl) แตสาร เมแทบอไลต ท่ีไดจะมีขนาดโมเลกุลเล็กมากยากตอการตรวจวิเคราะห ดังนั้น จึงตอง
ทําใหสาร เมแทบอไลต เหลานี้อยูในรูปอนุพันธุ เรียกกระบวนการนี้วา derivatization ซ่ึงสารท่ีนิยมใช
ใหเกิดอนุพันธุ คือ 2-Nitrobenzaldehyde (NBA) โดยการตรวจวิเคราะหสารเมแทบอไลต ของไนโตรฟู
แรน ปจจุบัน นิยมใชเทคนิค Liquid chromatography (LC) และ Mass spectrometry (MS) โดยใชเคร่ือง 
LC-MS/MS เพื่อยืนยันชนิดของสารและปริมาณ เน่ืองจากมีความจําเพาะสูง  สามารถตรวจสอบสารท่ี
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มีปริมาณเล็กนอย ไดอยางแมนยํา ซ่ึงจะใชตัวอยางเพียงปริมาณเล็กนอยสําหรับการตรวจสอบเบ้ืองตน
ดวยวิ ธี  colour test สวนการตรวจยืนยันผลใชวิ ธี  Thin layer chromatography (TLC) และวิ ธี  High 
performance liquid chromatography (HPLC) (Diblikova และ คณะ, 2005) 
 

2.1.2 วิธีการแยกและตรวจวิเคราะหสารไนโตรฟูแรน 
  การวิเคราะหเชิงคุณภาพและการวิเคราะหเชิงปริมาณของสารไนโตรฟูแรนเปนส่ิง
สําคัญในการตรวจสอบสารตกคางไนโตรฟูแรนท่ีปนเปอนอยูในอาหารสัตวและเน้ือสัตว โดยวิธี
การท่ีใชในหองปฏิบัติการตองเปนวิธีท่ีเหมาะสมสําหรับตรวจวัดสารไนโตรฟูแรนท่ีมีปริมาณ
นอยๆในระดับพีพีบี (หนึ่งสวนในพันลานสวน; ppb) นอกจากนี้ควรเปนวิธีท่ีทําไดงาย  สะดวก  
รวดเร็วในการตรวจสอบ ซ่ึงวิธีการที่สามารถใชตรวจวิเคราะหสารไนโตรฟูแรน ไดแก 
 

  2.1.2.1   วิธีทางเคมี  
 

      (1) Thin Layer Chromatography (TLC) 
   วิธีการนี้เปนวิธีการที่สะดวกและรวดเร็ว แตมีความแมนยํา และ ความ 

เท่ียงในการตรวจวิเคราะหท่ีต่ําและไมเหมาะสมกับการวิเคราะหสารท่ีมีปริมาณนอยๆระดับพีพีบีได 
เนื่องจากเทคนิคนี้จะใหคาขีดจํากัดตํ่าสุดในการวิเคราะหสารอยูท่ี ระดับปริมาณ50 พีพีเอ็ม (หนึ่งสวน 
ในลานสวน; ppm) เทานั้น (Cieri และ คณะ 1978, McCracken และ คณะ 1997) 

 (2) High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 
    การตรวจวิเคราะหสารไนโตรฟูแรน ดวยเทคนิคนี้เปนเทคนิคท่ีมีประ
สิทธิภาพสูงและใชกันอยางกวางขวางเนื่องจากสามารถใชแยกสารไนโตรฟูแรนไดดีเม่ือวิเคราะห
โดยใช reversed phase column (Angelini และคณะ, 1997) ซ่ึงคอลัมนชนิดนี้เหมาะสําหรับใชแยก
สารท่ีมีข้ัวสูงไดดี อยางเชนสารไนโตรฟูแรน ซ่ึงจัดเปนสารประกอบไนโตร (nitro compounds) 
และยังสามารถพิสูจนเอกลักษณของสารดังกลาวได โดยดูคาการดูดกลืนแสงที่ตรวจวัดดวยเคร่ือง 
อัลตราไวโอเลตสเปกโทรโฟโตมิเตอร (ultraviolet spectrophotometer) นอกจากน้ีเทคนิคนี้ยังใชรวม
กับเคร่ืองตรวจวัดชนิดอ่ืนในการตรวจวัดหาสารไนโตรฟูแรน เชน เคร่ืองตรวจวัดทางเคมีไฟฟา 
(electrochemical detector) แตเนื่องจากเคร่ืองตรวจวัดชนิดนี้ใชงานไดอยางจํากัดเนื่องจากตรวจวัดสาร
ไนโตรฟูแรนไดบางชนิดเทานั้น (Cieri และคณะ, 1978) ขอไดเปรียบของเทคนิค HPLC เม่ือเทียบกับ
เทคนิค TLC คือ จะใชระยะเวลาในการวิเคราะหสารปริมาณนอยๆไดดี  และใหคาความแมนยําและ
เท่ียงตรงไดดีกวา  จึงทําใหเทคนิคนี้เปนทางเลือกหนึ่งในการวิเคราะหสารตกคางท่ีไดรับความนิยม 
แตเนื่องจากเทคนิคตองใชเคร่ืองมือท่ีมีราคาแพงและวิธีการวิเคราะหท่ียุงยากกวา 
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 ( 3 ) Mass Spectrometry (MS), Liquid Chromatography  Mass  
 Spectrometry (LC-MS) 

 โดยจะใชลิควิดโครมาโทกราฟ คูกับอิเล็กโทรแมสสเปกโทรเมทรี และ
แทนเด็มแมสสเปกโทรเมทรี ซ่ึงวิธีการนี้เหมาะสําหรับการวิเคราะหสารเชิงคุณภาพและเชิงปริมาณ
เนื่องจากสามารถตรวจสอบเพ่ือยืนยันระบุช่ือสารในระดับนอยมากๆไดแมนยําสูง และยังใชสารตัว
อยางเพียงปริมาณเล็กนอย ดังนั้นวิธีการนี้จึงเหมาะกับการวิเคราะหสารตกคางในกลุมไนโตรฟูแรน ท่ี
ปนเปอนในอาหารสัตวและเนื้อสัตวไดเปนอยางดี แตเนื่องจากเทคนิคนี้เปนเทคนิคทีตองใชเคร่ืองมือ
ท่ีมีราคาแพงมาก และยังตองใชบุคลากรที่มีความชํานาญการโดยเฉพาะ ดังนั้นเทคนิคจึงไมเหมาะสม
ในการนํามาใชในการตรวจวัดสารตกคางในภาคสนามหรือใชในงานประจํา (McCracken และคณะ, 
1995) 

 
 ( 4 ) ชุดตรวจสอบทางเคมี 

    เปนการตรวจโดยอาศัย Colorimetric Method  หลักการคือใชสารกลุมไน
โตรฟูแรนทําปฏิกิริยากับ ฟนิลไฮดราซีนไฮโดรคลอไรดจะเกิดเปนสารประกอบเชิงซอนท่ีใหสีแลว
จึงทําการวิเคราะห เชิงปริมาณโดยทําการตรวจวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเคร่ือง Photometric 
Colorimeter (Buzard และคณะ, 1956) ซ่ึงวิธีการนี้เปนวิธีการท่ีงาย  ใหคาท่ีเท่ียงตรงและแมนยําใน
การตรวจวิเคราะหไดเปนอยางดี แตวิธีการนี้สามารถตรวจวัดสารไดทีละตัวเทานั้นจึงทําใหใชเวลา
ในการวิเคราะหนาน จึงทําใหไมเหมาะสมในการตรวจวัดสารตัวอยางในปริมาณมาก การตรวจสอบ
โดยใชชุดทดสอบภาคสนามไดมีการพัฒนาชุดตรวจสอบภาคสนามเพ่ือใชทําการตรวจสอบหาเภสัช
เคมีภัณฑในกลุมไนโตรฟูแรน (แพรวพรรณ  และคณะ 2544) ซ่ึงมีวิธีการดังนี้ 

 
  การตรวจฟูราโซลิโดน ไนโตรฟูราโซน  
  1. หยดน้ํายาทดสอบ Fura1  18 หยด  หยดลงในจานหลุมและหยดน้ํายา 
      ทดสอบ Fura2  จํานวน 2 หยด (อัตราสวน Fura1 : Fura2 = 9:1) 
  2. โรยตัวอยางคร้ังละนอยๆ กระจายบางๆใหท่ัวหลุม 
  3. ตรวจผลทันทีดวยกลองจุลทรรศนชนิดสเตอริโอ กําลังขยาย 20-40 เทา  
      สังเกตสีท่ีเกิดข้ึน 
  4. ตรวจสอบผลฟูราโซลิโดน เกิดจุดสีมวงน้ําเงิน ไนโตรฟูราโซนเกิดจุด 

      สีแดงบานเย็น 
   เนื่องจากเทคนิคนี้ใชสําหรับตรวจวัดสารตกคางไดในเชิงคุณภาพ ดังนั้นจึงควร

ยืนยันผลในเชิงปริมาณโดยวิธี HPLC ดวย (แพรวพรรณ และคณะ , 2544) 
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2.1.2.2 วิธีทางภูมิคุมกันวิทยา (Immunological method) 
        ปจจุบันมีการประยุกตนําความรูทางดานวิทยาภูมิคุมกัน (Immunology) ไปใช

ในการตรวจติดตามหาสารตกคางในผลิตภัณฑอาหารท้ังนําเขาและสงออก ซ่ึงใหผลการตรวจติด
ตามท่ีมีความไวสูงและแมนยํา โดยใชหลัการของ Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 
เปนเทคนิคท่ีใชกันอยางกวางขวางสําหรับตรวจวัดสารตกคางโดยอาศัยหลักการการตรวจวัด
แอนติเจน โดยการใชแอนติบอดี ท่ีใหผลทางชีวภาพเฉพาะกับยาและเอนไซมท่ีเช่ือมตอทางเคมีกับ
แอนติบอดีหรือแอนติเจน วิธี ELISA นี้เปนวิธีการที่ประหยัดและรวดเร็ว 
 

2.1.3 ทฤษฏีทางภูมิคุมกันวิทยา (Immunoassay) 
 
แอนติเจน (Antigen, Ag) 
แอนติเจน  คือ สารท่ีสามารถชักนําใหรางกายสรางแอนติบอดีหรือ T-lymphocyte ชนิด

จําเพาะ (Specific sensitized T lymphocyte) ได และสามารถทําปฏิกิริยา จําเพาะ เปนสารประกอบ
เชิงซอนกับแอนติบอดี หรือลิมโฟซัยทนั้นๆ 

แอนติบอดี (Antibody, Ab) 

 แอนติบอดี เปนสารน้ําท่ีสรางข้ึนและ หล่ังมาจากเซลลพลาสมา ท่ีเปล่ียนแปลงมาจาก B 
cell ท่ีไดรับการกระตุนดวยแอนติเจนท่ีจําเพาะกับแอนติบอดีบนผิวของ B cell  แอนติบอดีเปน
โปรตีนประเภทไกลโคโปรตีน มีโครงสรางคลายตัว Y จะประกอบดวยโพลิเพปไทด 82 – 96 
เปอรเซ็นต และคารโบไฮเดรต 4 – 18 เปอรเซ็นต  แอนติบอดีสวนใหญอยูในซีรัมสวนแกมมาโกล
บูลิน (gamma globulin)  ถานําซีรัมของคนปกติมาแยกดวยกระแสไฟฟา (electrophoresis) จะแบง
โปรตีนออกไดเปน 5 สวนใหญ ๆ  คือ อัลบูมิน และ โกลบูลินอีก 4 สวน คือ แอลฟา 1 (α1) แอลฟา 
2 (α2) บีตา (β) และ แกมมา (γ) เนื่องจากแอนติบอดีเปนโกลบูลินท่ีทําหนาท่ีเกี่ยวกับภูมิคุมกันของ
รางกาย จึงเรียกวา อิมมูโนโกลบูลิน (immunoglobulin) หรือ Ig แอนติบอดีหรืออิมมูโนโกลบูลิน 
เปนผลผลิตของเซลลพลาสมา ไมเพียงพบแตในซีรัมเทานั้น ยังพบในสารน้ําอ่ืนๆของรางกาย และ
ในเนื้อเยื่อ เชน ปสสาวะ  น้ําไขสันหลัง  น้ํานม  น้ําลาย  น้ําตา  ตอมน้ําเหลือง  มาม  และนอกจากน้ี
ยังพบบนผิวของ บี-เซลลดวย  

 แอนติบอดี 1 โมเลกุล (monomer)  มีโครงสรางพื้นฐานดังแสดงในรูปท่ี 2.2 ซ่ึงจะประกอบ
ดวยสายพอลิเพปไทด 4 สาย คือสายท่ียาวและมีน้ําหนักโมเลกุลมากเรียกวา  Heavy chain (H) ซ่ึง
มี 2 สายท่ีเหมือนกัน สวนอีก 2 สายท่ีส้ันและมีน้ําหนักโมเลกุลนอยกวาเรียกวา Light chain   (L) ซ่ึง
มีลักษณะเหมือนกันท้ัง 2 สายเชนเดียวกัน โดย Heavy chain และ Light chain ท้ัง 4 สายจะเช่ือมตอ
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กันดวยพันธะไดซัลไฟด (disulfide bond) ซ่ึงสามารถแยกแรงยึดนี้ออกจากกันไดดวยสาร reducing 
agent เชน เมอรแคปโทเอทานอล (mercaptoethanol)  ปลายขางหนึ่งของแตละสายจะเปน –N หรือ -
NH2 หรือ amino terminal สวนปลายอีกขางหนึ่งจะเปน –C หรือ -COOH หรือ carboxy terminal  
ท้ัง 4 สายจะหันปลายขาง -NH2 หรือ -COOH ไปทางเดียวกัน โมเลกุลของอิมมูโนโกลบุลินมีรูปราง
คลายๆ กับตัว Y โดยมี hinge region อยูตรงกลางของ H-chain ซ่ึง hinge region จะเปนบริเวณท่ีมี
การยืดหยุน ไดมากทําใหแขนท้ัง 2 ขาง ยืดหางออกจากกันเพื่อจับกับแอนติเจนไดดียิ่งข้ึน 

                  

 

 

รูปท่ี 2.2 โครงสรางพื้นฐานของอิมมูโนโกลบูลิน 
 (http://home.earthlink.net/~dayvdanls/Immune_lecture.html) 

อิมมูโนโกลบูลิน สามารถแบงออกไดเปน 5 ไอโซไทป ตามความแตกตางของ H-chain  
คือ  IgG  IgA  IgM  IgD และ IgE    ซ่ึงมี H-chain เปน  γ  α  μ  δ และ ε  ตามลําดับ H -chain แตละ
ไอโซไทปมีความแตกตางกันท่ีน้ําหนักโมเลกุล การลําดับของกรดอะมิโน สวนประกอบของ
คารโบไฮเดรต เอพิโทป (epitope) คุณสมบัติทางชีวภาพ และการเคล่ือนท่ีเม่ือทําอิเล็กโทรฟอเรซิส 
เชนเดียวกันสามารถแบง L chain ออกไดเปน 2 ชนิด  คือ แคปปา (kappa; k)  และ แลมบดา 
(lamda; λ) (สุทธิพันธ และคณะ, 2537) 

การกระตุน บี-เซลล ใหสรางแอนติบอดี 

การผลิตแอนติบอดีทําไดโดยการฉีดกระตุนสัตวทดลองดวยแอนติเจนเพื่อใหสัตวทดลอง
สรางแอนติบอดีข้ึนมาโดยการทํางานของ บี-เซลล ซ่ึงจะรับรูกับแอนติเจนท่ีจําเพาะดวย membrane-
bound บนผิวเซลลและนําสวนแอนติเจนเขามาในเซลลเปล่ียนแปลงและนําเสนอท่ีผิวเซลลรวมกับ
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โมเลกุล HLA/MHC classII ซ่ึงทําให T helper-cell มาจับและถูกกระตุนดวยแอนติเจนท่ีถูกเสนอ
จาก บี-เซลล จากนั้น  ที-เซลล หล่ังสาร ลิมโฟไคน (lymphokines) สงผลให บี-เซลล เปล่ียนสภาพ
เปนเซลลพลาสมา เพื่อสรางแอนติบอดีตอไป โดยแอนติบอดีท่ีผลิตไดจะเปนชนิด พอลิโคลนอล
แอนติบอดี (polyclonal antibody) ซ่ึงแอนติบอดีท่ีไดจะมีความหลากหลายมาก เนื่องจากแอนติบอดี
เหลานี้ถูกสรางมาจาก บี-เซลล หลายๆโคลน ซ่ึงจะแตกตางจากโมโนโคลนอลแอนติบอดี ท่ีจะทํา
ปฏิกิริยาจําเพาะกับ เอพิโทป เดียวกันบนแอนติเจน (สุทธิพันธ และคณะ, 2537) 

 
ความแตกตางระหวางโมโนโคลนอลแอนติบอดีและพอลิโคลนอลแอนติบอดี 
 

พอลิโคลนอลแอนติบอดี  (Polyclonal antibody) 
เปนกลุมแอนติบอดีท่ีมีความหลากหลายมากในความจําเพาะกับแอนติเจนโดยสามารถทํา

ปฏิกิริยาไดกับ เอพิโทป หลายตําแหนง บนแอนติเจน เนื่องจากแอนติบอดีเหลานี้ถูกสรางมาจาก บี-
เซลล หลายๆ โคลน (บี-เซลล 1 โคลน สรางแอนติบอดีท่ีมีความจําเพาะได 1 ชนิด) 

 
โมโนโคลนอลแอนติบอดี  (Monoclonal antibody) 
 เปนแอนติบอดีท่ีสรางจากพลาสมาซ่ึงกําเนิดมาจาก บี-เซลล โดยเซลลเหลานี้เกิดจากเซลล

เร่ิมตนเซลลเดียว (single clone หรือ mono-clone) เนื่องจากมีลําดับกรดอะมิโนเหมือนกันจึงทําให
ทุกโมเลกุลของแอนติบอดีเหลานี้มีคุณสมบัติเหมือนกันทุกประการ ท้ังในสวนความจําเพาะตอ เอพิ
โทปของแอนติเจน และในดานชนิดของ heavy chain และ light chain ของอิมมูโนโกลบูลิน ซ่ึงเปน
ตัวกําหนดคุณสมบัติทางชีวภาพของแอนติบอดีชนิดนั้น  
 ในภาวะปกติเม่ือรางกายไดรับแอนติเจนจะสรางโมโนโคลนอลแอนติบอดีแตละชนิดจาก บี-
เซลล แตละเซลล ซ่ึงเม่ือรวมกันเรียกวา พอลิโคลนอลแอนติบอดี (polyclonal antibody) โมโนโคลนอล
แอนติบอดีเม่ือเปนโรคมะเร็งของ บี-เซลล ทําใหสรางแอนติบอดีชนิดเดียวกันจํานวนมากจากโคลน
เดียวกันออกมาทําใหสามารถตรวจพบไดในซีรัม (ธารารัชต, 2545) 
 เม่ือมองในระดับโมเลกุลแลว พอลิโคลนอลแอนติบอดี คือโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลายๆ 
ชนิดรวมกันซ่ึงเกิดข้ึนตามธรรมชาติในรางกายของมนุษยหรือสัตวเม่ือไดรับการกระตุนโดยแอนติเจน 
แอนติบอดีทั้งสองชนิดนี้มีความแตกตางดังตารางท่ี 2.3 เปรียบเทียบระหวาง พอลิโคลนอลแอนติบอดี 
และโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
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ตารางท่ี 2.3 แสดงการเปรียบเทียบคุณสมบัติระหวางพอลิโคลนอลแอนติบอดีและโมโนโคลนอล
แอนติบอดี 
 

คุณสมบัติ พอลิโคลนอลแอนติบอดี โมโนโคลนอลแอนติบอดี 
1. ความจําเพาะ  
  (Specificity)  

-ทําปฏิกิริยาขามกลุมได   
-มักไมมีความจําเพาะสูง 

 -คงท่ีสามารถเลือกเปนมาตรฐาน(
standard)ได    
-อาจจะพบแอนติบอดีท่ีมีความจําเพาะ 
 มากเกินตองการซ่ึงอาจเกิดปฏิกิริยาขาม
กลุมได 

2. Affinity  ไมคงท่ีเปล่ียนแปลงตามเวลาท่ี
เจาะเลือดสัตวทดลอง 

คงท่ีโดยสามารถคัดเลือกไดสูง หรือตํ่า
ตามตองการในระหวาง ทํา cloning 

3.ปริมาณแอนติบอดีท่ีผลิต ประมาณ 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  -ประมาณ 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร   
 ในเซลลเพาะเล้ียง   
- ประมาณ 20 มิลิกรัมตอมิลลิลิตร   
  จาก ascitic fluid 

4.ปริมาณอิมมูโนโกลบูลิน 
  ท่ีปนเปอน  

อาจสูงถึง 100% ไมพบในเซลลเพาะเล้ียง และประมาณ 
10% ใน ascitic fluid 

5. ความบริสุทธ์ิของแอนติ 
    เจน 

ตองใชแอนติเจนท่ีบริสุทธ์ิมาก
หรือตองทํา serum absorption  

ใชแอนติเจนท่ีบริสุทธ์ิพอสมควร  

6. ตนทุนในการผลิต ต่ํา สูง โดยเฉพาะในเวลาเร่ิมตน  
 
ขอดีและขอเสียของการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
 ขอดีของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

1. ใชแอนติเจนนอยและไมตองบริสุทธ์ิมากในการฉีดกระตุน 
2. มีความเปนมาตรฐานสามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีมีลักษณะเหมือนกัน  
3. มีความจําเพาะสูงโดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีจะเขาทําปฏิกิริยากับ เอพิโทป เพียง

ตําแหนงเดียวบนโมเลกุลของแอนติเจนดังนั้นจึงมีความจําเพาะสูงมาก 
4. มี affinity สูงตอแอนติเจนไดสามารถคัดเลือกไดโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีมี affinity 

สูง สามารถนําไปใชไดในความเจือจางสูง ทําใหลดปฏิกิริยารบกวน (background) ใน
การทดลองลงได 

5. การเก็บเซลลสามารถเก็บเซลลท่ีสรางโมโนโคลนอลแอนติบอดีกึ่งถาวรใน 
ไนโตรเจนเหลวได 
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ขอเสียของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
1. การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี ตองใชกําลังแรงงาน เวลา และคาใชจายสูงกวา การ

ผลิตพอลิโคลนอลแอนติบอดี 
2. ความไวตอการเปล่ียนแปลงโครงสรางของแอนติเจนเนื่องจากโมโนโคลนอลแอนติ 

บอดีมีความจําเพาะสูงมาก จึงไวตอการเปล่ียนแปลงตอโครงสรางของแอนติเจนเกาะ
กับพื้นผิวหรือสภาวะท่ีใชในการทดลอง 

3. คุณสมบัติเปล่ียนแปลงงายระหวางข้ันตอนการทําบริสุทธ์ิเนื่องจากโมโนโคลนอล
แอนติบอดีบางกรณีมีความไวตอการเปล่ียนแปลงของคา pH ซ่ึงโพลีโคลนอลแอนติ 
บอดีมักไวตอการเปล่ียนแปลงเหลานี้นอยกวา 

4. ไมสามารถทาํปฏิกิริยาบางอยางได เชน ปฏิกิริยาการตกตะกอน 
 

การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี โดยใชหลักการ somatic hybridization 
 
 ในรางกายมี บี-เซลลและเซลลพลาสมาท่ีสามารถสรางโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอ
แอนติเจนตางๆได แตเม่ือนําเซลลนั้นมาเล้ียงนอกรางกาย เซลลดังกลาวมักจะแบงตัวไดแบบมีขีดจํากัด 
และตายในเวลาอันส้ันทําใหไมสามารถนํามาใชผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยนํามาเล้ียงในหลอด
ทดลองได ในขณะเดียวกัน มีเซลลมะเร็งกลุมหนึ่งซ่ึงกําเนิดมาจากเซลลพลาสมา เรียกวา เซลลมัยอี
โลมา (myeloma cell) มีคุณสมบัติของเซลลมะเร็ง คือ สามารถแบงตัวและมีชีวิตอยูไดตลอดไป เซลล
กลุมนี้บางเซลลอาจสูญเสียความสามารถในการสรางแอนติบอดีทําใหไมสามารถผลิตแอนติบอดีได แต
จะสามารถสรางแอนติบอดีไดถาไดรับยีนอิมมูโนโกลบูลินจาก บี-เซลลหรือเซลลพลาสมาอ่ืน การผลิต
โมโนโคลนอลแอนติบอดี โดยวิธี somatic hybridization มีหลักการโดยการนําคุณสมบัติของเซลลท้ัง
สองชนิดนี้มารวมไวในเซลลเดียวกัน โดยในป ค.ศ. 1975 Köhler และ Milstein ไดคิดคนวิธีผลิตโมโน
โคลนอลแอนติบอดี โดยอาศัยหลักการหลอมรวม (fusion) ระหวาง เซลลมัยอีโลมา กับ บี-เซลลหรือ
เซลลพลาสมาจากมามของหนูท่ีถูกกระตุนดวยแอนติเจน เซลลลูกผสม (hybrid cell) ท่ีเกิดข้ึนมีคุณ
สมบัติพิเศษซ่ึงไดมาจากเซลลตนกําเนิดท้ัง 2 เซลล คือ มีความสามารถในการเจริญเติบโตในหลอด
ทดลองไดตลอดไปเหมือนเซลลมัยอีโลมา และมีความสามารถในการผลิตแอนติบอดีจําเพาะซ่ึงเปนคุณ
สมบัติท่ีไดจากบี-เซลล ดังนั้น ในหลอดทดลองจึงสามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจําเพาะได
ตลอดไปจากการเพาะเล้ียงเซลลลูกผสมดังกลาว (ธารารัชต, 2545) ข้ันตอนการผลิตโมโนโคลนอล
แอนติบอดี แสดงดังรูปท่ี 2.3 
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รูปท่ี 2.3  ข้ันตอนการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
 
 
 

หนู BALB/c 
ฉีดกระตุนดวยแอนติเจน 

มาม หนู  ผลิต B cells 

เซลลมะเร็ง 
(myeloma cells) 

หลอมรวมเซลล  (Fusion) 

เซลลลูกผสม  (Hybridoma cells) 

คัดเลือกเซลลลูกผสมท่ีใหแอนติบอดีจําเพาะตอแอนติเจน 
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ข้ันตอนการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากเซลลของหน ู
1. การเตรียมแอนติเจนเพื่อใชฉีดกระตุนใหสัตวทดลองสรางแอนติบอดีตอแอนติเจนท่ีตองการ

เพื่อใหไดโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอแอนติเจน 
2. การกระตุนระบบภูมิคุมกันของสัตวทดลอง (immunization) เพื่อใหได บี-เซลล ท่ีสราง 

แอนติบอดีท่ีจําเพาะตอแอนติเจนท่ีตองการ แอนติเจนท่ีใชกระตุนหนู มักนิยมผสมใน complete 
Freund’s adjuvant (CFA) ใหเขากันจนเปนอิมัลชัน (emulsion) เพื่อใหหนูสรางแอนติบอดีตอแอนติเจน
ไดดีข้ึน  และทําการฉีดกระตุนซํ้าอีก 1-3 คร้ัง ทุกๆ 2 อาทิตย (booster immunization) โดยใชแอนติเจนท่ี
ผสมใน incomplete Freud’s adjuvant  (IFA) ทดลองเจาะเลือดทางหางเพ่ือหาระดับของแอนติบอดีท่ี
ตองการ ถาระดับไตเตอรสูงมากจะมีโอกาสได บี-เซลลท่ีสรางแอนติบอดีตอแอนติเจนสูง กอนฆาหนู
เพื่อนําเซลลมามมาใช ตองกระตุนเปนคร้ังสุดทาย (final booster) โดยละลายแอนติเจนในน้ําเกลือแลว
ฉีดเขาชองทองกอนจะฆาหนู 3 วัน 

3. การเช่ือมตอเซลล (cell fusion หรือ hybridization) เปนการเช่ือมเซลลมัยอิโลมากับเซลล 
จากมามของหนูที่ไดรับการกระตุนภูมิคุมกันดวยแอนติเจน การเช่ือมตอระหวางเซลลจะอาศัยสารโพลี
เอทาลีนไกลคอล (polyethylene glycol; PEG) ซ่ึงจะทําใหผิวนอกของเซลลท้ังสองเช่ือมรวมกันเปน
เซลลเดียวกัน ทําใหเกิดการรวมกันของโครโมโซมจากเซลลตนกําเนิด เซลลลูกผสมท่ีไดจะมีจํานวน
โครโมโซมเทากับจํานวนรวมของโครโมโซมเซลลตนกําเนิด หลังจากนั้นเม่ือเซลลลูกผสมแบงตัวเพิ่ม
จํานวน บางเซลลอาจมีการสูญหายของโครโมโซมบางอันไปบาง ถาโครโมโซมท่ีสูญหายมียีนของอิมมู
โนโกลบุลิน จะสงผลใหเซลลลูกผสมนั้นหยุดการสรางแอนติบอดี และจะมีเซลลลูกผสมจํานวนหนึ่งท่ี
สามารถแบงตัวตอไปไดโดยไมมีส้ินสุดและยังคงสามารถสรางแอนติบอดีได หลังการหลอมรวมเซลล
จะพบเซลลอยู 3 กลุม คือ เซลลลูกผสม และเซลลตนกําเนิดท้ังสองกลุมท่ีไมไดผสมกับเซลลอ่ืน จึงจํา
เปนตองคัดเลือกเฉพาะเซลลลูกผสมเทานั้นโดยกําจัดเซลลท่ีไมเช่ือมตอออกไป 

4. การกําจัดเซลลท่ีไมถูกหลอมรวม 
เซลลมามเปนเซลลปกติของรางกายจึงไมสามารถเจริญเติบโตในหลอดทดลองไดคือ เม่ือเล้ียง

เซลลประมาณ 2 สัปดาห เซลลกลุมนี้ก็จะตายเอง 
การกําจัดเซลลมัยอีโลมาท่ีไมตองการ เนื่องจากเซลลท่ีใชนั้นเปนเซลลท่ีมีความบกพรองของ

ยีนท่ีใชสรางเอนไซม HGPRT (hypozanthine-guanine phosphoribosyltransferase) มีความสําคัญในกล
ไกการสรางสารนิวคลีโอไทดโดยใช salvage pathway ซ่ึงเซลลปกติสามารถสรางสารนิวคลีโอไทดได
โดยใชท้ัง de novo pathway และ salvage pathway โดยนําเซลลท่ีไดจากการเช่ือมตอไปเล้ียงใน selective 
medium หรือ HAT media ซ่ึงมีสาร 3 ชนิด ไดแก hypoxanthine, aminopterin และ thymidine สําหรับ
สาร aminopterin จะเปนสารท่ียับยั้งการสรางสารนิวคลีโอไทดโดยใช de novo pathway ได เซลลมัยอี
โลมา จึงตายไปเพราะไมมีท้ัง salvage pathway (เพราะขาดเอนไซม HGPRT) และ de novo pathway 
(เพราะถูกยับยั้งโดยสาร aminopterin ) 
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สําหรับเซลลลูกผสม จะสามารถเจริญเติบโตไดใน HAT media เนื่องจากสามารถสรางนิวคลี
โอไทดโดยใช salvage pathway ซ่ึงอาศัย hypoxanthine และ thymidine จาก HAT media เพราะเซลลนี้มี
ยีนท่ีสรางเอนไซม HGPRT ท่ีไดจากยีนของเซลลมาม ดังรูปท่ี 2.4 

5. การคัดเลือกเซลลลูกผสมท่ีตองการ 
เนื่องจากแตละโคลนอาจจะสามารถสรางแอนติบอดีไดตางกัน จึงตองคัดเลือกเอาเซลลลูก

ผสม ท่ีสามารถสรางโมโนโคลนอลแอนติบอดีตามท่ีตองการ ทําไดโดยตรวจคัดหรือตรวจกรอง 
(screen) วัดแอนติบอดีท่ีอยูในน้ําเล้ียงเซลล โดยใชวิธีทดสอบทาง ELISA ซ่ึงอาศัยความสามารถใน
การจับกับแอนติเจนท่ีตองการ เม่ือไดเซลลลูกผสมท่ีตองการแลวเพื่อใหแนใจวามีตนกําเนิดมาจาก
เซลลเดียวสามารถนํามาทํา cloning ซํ้าอีกหลายคร้ังตามวิธีในขอ6 เพื่อใหมั่นใจวาเปนโมโนโคลนอล
จริง และสามารถเก็บรักษาเซลลไดตลอดไป โดยนําไปแชแข็งในไนโตรเจนเหลว ซ่ึงสามารถนําออก
มาเพาะเล้ียงไดตลอดเวลา 

6. การทําใหไดเซลลเดี่ยว (cloning) 
 เพื่อใหไดเซลลท่ีมีตนกําเนิดจากเซลลเดียววิธีการที่นิยมใชคือ วธีิ limiting dilution โดยการ
เพาะเล้ียงเซลลหลังจากการเช่ือมตอท่ีความเจื่อจางเซลลระดับต่ํามากจนได 1 เซลลตอหลุม ดังนั้นเซลล
ท่ีไดจึงมีตนกําเนิดจากเซลลลูกผสมเร่ิมตนเพียงเซลลเดียว 
      Myeloma (HGPRT-)              B cell 

 
รูปท่ี 2.4  เซลลท่ีไดจากการเช่ือม บีเซลล เขากับ มัยอีโลมาและการคัดเลือกเซลลลูกผสม 

(รณชัย  ปรารถนาผล, 2546) 

Cell fusion 
De novo pathway De novo pathway 

De novo pathway De novo pathway De novo pathway 

Salvage pathway Salvage pathway 

Salvage pathway Salvage pathway 

  Myeloma (HGPRT-)                             Hybridoma       B cell 
Viable 

Salvage pathway 

No drug 
selection 

Drug selection 
(HAT medium) Viable Non Viable Non Viable (in tissue culture) 

Non Viable (in tissue culture) 
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2.1.4 หลักการ ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) 
  เทคนิค ELISA สามารถแบงตามหลักการไดเปนสองประเภทใหญๆ คือ 

(1) Competitive ELISA  
  ใชในการตรวจหาและวัดปริมาณของแอนติเจนหรือแอนติบอดี  หลักการของการ
ทดสอบคือ เคลือบ 96 well plate ดวยแอนติเจน   เติมส่ิงสงตรวจท่ีตองการตรวจหาแอนติบอดีลงไป
ตรวจดูแอนติบอดีท่ีทําปฏิกิริยากับแอนติเจนดวยแอนติบอดีตออิมมูโนโกลบุลินท่ีติดฉลากดวย
เอนไซม โดยอาศัยดูการเปล่ียนแปลงสีของ substrate ท่ีเติมลงไปในข้ันตอนสุดทาย  การเปล่ียนแปลง
สีของ substrate จะเปนสัดสวนกลับกับปริมาณแอนติบอดีท่ีตรวจสอบ (นภาธร  บานช่ืน, 2541: 18) 
  หลักการอาศัยการใชแอนติเจนท่ีติดฉลากดวยเอนไซม (antigen-enzyme conjugate) 
หรือ ใชแอนติบอดีท่ีติดฉลากดวยเอนไซม (antibody-enzyme conjugate) เปนรีเอเจนต (reagent) ในการ
ทดสอบ ข้ันตอนแรกเคลือบ 96 well plate ดวยแอนติเจน เติมแอนติบอดีจําเพาะ (ปริมาณคงที่) 
พรอมกับแอนติเจนจําเพาะ (แอนติเจนมาตรฐานปริมาณตางๆหรือแอนติเจนท่ีมีอยูในส่ิงสงตรวจ)  
ในหลอดทดลองที่เติมแอนติเจนลงไปดวย  แอนติเจนจะไปแยงจับกับแอนติบอดีทําใหแอนติบอดี
นั้นจับกับแอนติเจนท่ีเคลือบบน plate ไดนอยลง ดังนั้นเม่ือลางสวนที่ไมทําปฏิกิริยาแลวเติม
แอนติบอดีตออิมมูโนโกลบุลินท่ีติดฉลากดวยเอนไซม (enzyme-labelled anti-immunoglobulin)  
แลวจึงเติมซับสเตรตลงไป การเปล่ียนแปลงของ substrate จะเปนสัดสวนกลับกับปริมาณของ
แอนติเจนในส่ิงสงตรวจหรือแอนติเจนมาตรฐานท่ีเติมลงไป (นภาธร  บานช่ืน, 2541: 6) 

(2) Non-competitive ELISA 
  เปนวิธีท่ีตรวจหาและวัดปริมาณของแอนติเจนหรือแอนติบอดี เทคนิคการทํา non-
competitive ELISA มีหลายวิธีแตท่ีนิยมและใชในงานวิจัย คือ Indirect ELISA ซ่ึงเปนวิธีท่ีตรวจหา
และวัดปริมาณของแอนติบอดี ทดสอบโดยใหแอนติเจนท่ีจําเพาะตอแอนติบอดีท่ีตองการตรวจหา 
ยึดติดกับผิววัสดุแลวเติมตัวอยางตรวจท่ีตองการหาแอนติบอดีลงไป แอนติบอดีจะทําปฏิกิริยากับ
แอนติเจน ลางและเติมแอนติ-อิมมูโนโกลบุลินท่ีติดฉลากดวยเอ็นไซมลงไป หลังจากลางและเติม
สับเสตรทสําหรับเอ็นไซมแลวนําไปวัดปริมาณสีท่ีเกิดข้ึน ซ่ึงสีท่ีเกิดข้ึนจะเปนสัดสวนโดยตรงกับ
ปริมาณแอนติบอดีในตัวอยางตรวจ (นภาธร  บานช่ืน, 2541: 6) 
 

2.2  งานวิจัยท่ีเก่ียวของ 
 ปญหาสารตกคางในกลุมไนโตรฟูแรนในประเทศไทย 

 จากการศึกษาปญหาสารตกคางกลุมไนโตรฟูแรนในเนื้อไกของพื้นท่ีสํานักสุขศาสตรสัตวและ
สุขอนามัยท่ี 1 อําเภอเมือง จังหวัดปทุมธานี ไดทําการศึกษาจากการรวบรวมขอมูลจากรายงานการตรวจ
พบสารตกคางกลุมไนโตรฟูแรนในเนื้อไก รายงานสอบสวนฟารมและรายงานสงตัวอยางอาหารสัตว น้ํา
ใชในฟารมสงตรวจวิเคราะหทางหองปฏิบัติการ ตั้งแตเดือนมีนาคม 2545-กันยายน 2546 พบวาสารตก
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คางกลุมไนโตรฟูแรน ประเภทสารเมแทบอไลต กลุมไนโตรฟูแรนท่ีตรวจพบมากท่ีสุดคือ สาร AMOZ 
รองลงมาคือ AOZ  และ SCA คิดเปนรอยละไดเทากับ 41.38   36.78  และ 14.94  เปอรเซ็นต ตามลําดับ 
(สุริยะ  กาวงษกลาง และ อัชวัน  โกมลเสวิน, 2546) 
 
การตรวจติดตามสารตกคางไนโตรฟูแรน 

ในการใชเทคนิค  liquid chromatographic (LC) สําหรับตรวจติดตามหาปริมาณสารไนโตรฟู
แรน  NFZ , NFT และ FTD  ในกลามเน้ือปลาดุก โดยการสกัดสารท่ีตกคางออกจากเนื้อเยื่อดวย 
acetonitrile พบวาเม่ือใหยา 10 มิลลิกรัมตอน้ําหนักตัว 1 กิโลกรัม จะตรวจพบยาท่ีเนื้อเยื่อได มากกวา 
400 นาโนกรัมตอเนื้อเยื่อ 1 กรัมหลังจากใหยาเปนเวลา 2 ช่ัวโมง แตจะลดลงอยางรวดเร็วท่ีประมาณ 1 
นาโนกรัมตอเนื้อเยื่อ 1 กรัมหลังจากใหยาเปนเวลา 8 ช่ัวโมง (Rupp และคณะ, 1994) และเม่ือตรวจติด
ตาม  NFZ, FZD และ FTD ในเนื้อเยื่อของกลามเนื้อ เปด-ไก และสุกร โดยสกัดสารตกคางในตัวอยาง
ดวย สารละลายผสมระหวาง dichloromethane และ ethyl acetate และในไขเปด ไขไก  โดยใชสารละลาย
ผสมดังกลาวรวมกับ  acetonitrile  สามารถตรวจพบ ไนโตรฟูราโซน  FZD เทากับ 1 ไมโครกรัมตอ
กิโลกรัม และ FTD เทากับ 2 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม ในเนื้อเยื่อกลามเนื้อและไข ผลจากการศึกษาคร้ังนี้ 
แสดงใหเห็นวาปริมาณ FTD ในเนื้อเยื่อกลามเน้ือจะลดนอยลงอยางรวดเร็วและสม่ําเสมอเม่ือเก็บท่ี -18 
องศาเซลเซียส ซ่ึงพบวา  FTD  ท่ีพบในไขเสถียรมากกวาสารตัวอ่ืน (Kumar  และคณะ, 1994)  

นอกจากน้ียังไดมีการใชเทคนิค HPLC  เพื่อกําหนดการแยกอนุพันธุและการหาปริมาณของ  
ไนโตรฟูแรนท้ัง 3 ชนิดไดแก NFT, FZD และ FTD ท่ีตกคางในนํ้านมโดย mobile phase ท่ีเหมาะสมคือ
สารละลาย 0.1 M acetonitrile ใน sodium perchlorate (28:72) กับ glacial acetic acid เปอรเซ็นต 0.5 (Diaz  
และคณะ,1997) ตอมาไดมีการใช LC-MS-MS วิเคราะหสารเมแทบอไลตของยาปฏิชีวนะไนโตรฟูแรน 
ท้ัง 4 ตัวไดแก  FZD,  FTD, NFZ  และ NFT ในกลามเนื้อของสัตวไดพรอมกัน โดยใชการสกัดตัวอยาง
กับ polystyrene sorbent  โดยเปล่ียนแปลงอนุพันธุของสารดวย 2-nitrobenzaldehyde สามารถตรวจพบ
ในเนื้อเยื่อได 0.5-5 นาโนกรัมตอกรัม และตรวจเชิงปริมาณไดในชวง 2.5-10 นาโนกรัมตอกรัม จึงไดมี
การนําไปพัฒนาเปนวิธีการวิเคราะหในตัวอยางเนื้อเยื่อท่ีมีการปนเปอนของ FZD และ FTD ในหมู เพื่อ
ใชเปนตัวบงช้ีและหาเชิงปริมาณของสาร เมแทบอไลตไนโตรฟูแรน (Leitner และคณะ,2001)  

ดังนั้นการตรวจติดตามสารตกคางของยาปฏิชีวนะไนโตรฟูแรน จึงไดมุงไปท่ีการตรวจสารท่ี
จับติดกับเนื้อเยื่อซ่ึงเกิดจากการยอยสลายสารเมแทบอไลตไนโตรฟูแรน (protein-bound nitrofuran 
metabolites) เปรียบเทียบกับสารต้ังตนจึงไดมีรายงานท่ีกลาวถึงการทํา solid phase extraction clean-up 
สําหรับ FZD ท่ีเมแทบอไลซเปน AOZ โดยสามารถตรวจสารเมแทบอไลตท่ีเปล่ียนแปลงอนุพันธุ 
(NPAOZ) โดยทําการศึกษาจากตัวอยางตับหมู โดยใชเทคนิค Liquid chromatography, UV หรือ tandem 
mass spectrophotometer ในการตรวจติดตาม (Conneely และคณะ,2003) 

จากรายงานการวิจัยตางๆพบวาการตรวจโดยหลักภูมิคุมกันวทิยามีความจําเพาะสูงเนื่องจาก 
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สามารถตรวจติดตามสารตกคางในปริมาณนอยไดดี จึงไดมีการศึกษาและผลิตพอลิโคลนอลแอนติบอดี
ตออนุพันธุของสาร AOZ ท่ีไดจากการเปล่ียนแปลงอนุพันธุ AOZ ดวย 3-carboxybenzaldehyde (CBA) ได
เปน 3-{[(3-carboxyphenyl) methylene]amino}-2-oxazolidinone (CPAOZ) หลังจากนั้นทําการเช่ือมตอกับ
โปรตีนพาหะ (carrier protein) คือ human serum albumin (HAS) นําไปฉีดกระตุนในสัตวทดลองไดพอลิ
โคลนอลแอนติบอดีท่ีเปนแอนติบอดีท่ีเหมาะสําหรับเทคนิควิเคราะหทางภูมิคุมกันวิทยาของ AOZ ซ่ึง
จะใหความไวเพียงพอเปนไปตามหลักการสําหรับติดตามสารที่ตกคางในสัตว แอนติบอดีท่ีไดจะมี
ความจําเพาะสูงตอ NPAOZ และจะไมเกิดปฏิกิริยาขามกับสารเมแทบอไลตไนโตรฟูแรนชนิดอ่ืนซ่ึง
รายงานฉบับนี้เปนรายงานฉบับแรกท่ีไดศึกษาการตรวจหาสารตกคางไนโตรฟูแรนท่ีถูกเมแทบอไลต 
ดวยเทคนิคท่ีไช แอนติบอดีในการตรวจติดตามสารตกคางไนโตรฟูแรน (Cooper  และคณะ  2004) 
 ในปตอมาไดมีรายงานการวิจัยท่ีตอเนื่องกับงานวิจัยเบ้ืองตนในการตรวจติดตามสารตกคาง 
ไนโตรฟูแรน AOZ ในตัวอยางอาหาร ไดแก กุง  เปด  ไก  เนื้อวัว  เนื้อหมู  ดวยวิธี ELISA โดยใชโมโน
โคลนอลแอนติบอดี ซ่ึงการเตรียมตัวอยางสําหรับใชในการวิเคราะหนั้น จะทําการยอยตัวอยางดวยกรด 
และเปล่ียนอนุพันธุของสาร AOZ ท่ีหลุดออกจากเนื้อเยื่อ ดวย o-nitrobenzaldehyde ไดสาร AOZ อยูใน
รูปของอนุพันธุ p-nitrophenyl 3-amino-2-oxazolidinone (NPAOZ) ผลท่ีไดพบวาท่ีระดับสารตกคาง
ปริมาณ  0.4  ไมโครกรัมตอกิโลกรัม ในตัวอยางอาหารจะไมสงผลในการรบกวนคาตัวควบคุมลบ และ
การตรวจติดตามท่ีไดจะใหผลความไวท่ีใกลเคียงกับเทคนิค LC-MS/MS (ซ่ึงเปนวิธีท่ีกําหนดใหใช
ตรวจยืนยันผล) โดยสามารถตรวจวัดสารตกคางดังกลาวไดต่ํากวา 0.3 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม  และให
ผลท่ีสอดคลองกันคือ จะพบสารดังกลาวปนเปอนในตัวอยางเน้ือกุงและเน้ือเปด-ไก ปริมาณ 0-32.1 และ 
0–10.5 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม  ตามลําดับ (Diblikora  และคณะ  2005) 

จากรายงานการตรวจติดตามสารตกคาง AMOZ พบวา นิยมตรวจติดตามโดยใชเทคนิค LC-
UV, LC-MS หรือ LC-MS/MS และเทคนิค enzyme immunoassays สําหรับวิธี ELISA นั้นจะมีขอดี เม่ือ
เปรียบเทียบกับวิธีโครมาโทกราฟฟ คือ จะมีความไวสูง ไมตองใชเคร่ืองมือท่ีมีราคาแพง ตราวจตัวอยาง
ไดเปนจํานวนมาก และสามารถตรวจสอบไดในเวลาที่รวดเร็ว  ดังนั้นการทดสอบสารไนโตรฟูแรน 
AMOZ จึงมีชุดตรวจสอบโดยใชหลักการ ELISA ท่ีใชชื่อทางการคาวา  RIDASCREEN®  ผลิตโดย
บริษัท Prime biotech (Canada) ซ่ึงสามารถตรวจติดตาม AMOZ ในเนื้อกุง  ไก  หมู  วัว   โดยสกัดสารตก
คางออกจากเนื้อสัตวดวยกรดไฮโดรคอริก และเปล่ียนอนุพันธุสาร AMOZ ดวย 2-Nitrobenzoic 
aldehyde (NBA) โดยพบวาปริมาณตํ่าสุดท่ีตรวจวัดไดอยูท่ี 0.2 ppb และใหคาเปอรเซ็นตของปฏิกิริยา
ขามกับสารในกลุมไนโตรฟูแรนกับสาร AOZ   AHD และ SCA เปน 0.05 เปอรเซ็นต  
 จากงานวิจัยท่ีเกี่ยวของ พบวาโดยสวนมากจะตรวจพบสาร AMOZ ในตัวอยางมากกวา สารเม
แทบอไลตไนโตรฟูแรนชนิดอ่ืน ดังนั้นโครงการนี้จึงเนนท่ีจะพัฒนาความสามารถในการผลิตโมโน
โคลนอลแอนติบอดี ท่ีมีความจําเพาะตอสาร AMOZ เพื่อใชเปนแนวทางในการพัฒนาเปนชุดตรวจหา
สารตกคาง AMOZ โดยใชหลักการทางภูมิคุมกันวทิยาวิทยาตอไป 
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บทที่  3 

อุปกรณและวิธีดําเนินการทดลอง 
 

3.1 เคร่ีองมือ  วัสดุและอุปกรณท่ีใชในการวิจัย 
 
ตารางท่ี 3.1 เคร่ืองมือ วัสดุและอุปกรณท่ีใชในการวิจัย 
 

วัสดุและอุปกรณ แหลงท่ีมา 
1. สัตวทดลองใช หนู Mouse สายพันธุ  BALB/c 
(inbred strain) เพศเมีย 

สํานักสัตวทดลองแหงชาติ 
มหาวิทยาลัยมหิดล 

2. เซลลมัยอีโลมาP3/NSI/1-4A4-1 (NS-I) ATCC No: TIB 18 
3. เคร่ืองมือตางๆ 
    - เคร่ือง  Lyophilizer 
    - กลองจุลทรรศนชนิดหัวกลับ  
    - เคร่ืองปนเหวี่ยง          
    - เคร่ืองวัดความเปนกรด-ดาง      
    - เคร่ือง Microtiterplate reader  
    - เคร่ืองวัดการดูดกลืนแสง 
    - เคร่ืองมือนับเซลล       
    - ตูบมท่ีมีคารบอนไดออกไซด    
    - ตูปลอดเช้ือ  
    - หมอนึ่งฆาเช้ือ       
    - ปมลม    
    - ปเปตตอัตโนมัต 
    - เคร่ือง SCAI-DRY TRANSFER CELL        
    - เคร่ือง Thermo mixer compact  
    - เคร่ือง Compact ROCKER CR300 
    - กลอง PL-B Type 8x10 INCH 

 
Yamato (Japan) 
Nikon (Japan) 
MSE (England) 
Mettler Toledo  
Titertek multiskan (Finland) 
BIO-TEK Instruments, Inc (USA) 
Boeco (Germany) 
Revco, Yamato (Japan) 
Cambrige (Thaialnd) 
Udono-RII (Japan)  
Iwaki (Japan) 
Gilson (France) 
BIO-RAD 
Eppendorf 
Finemould Precision ind.co. 
OKAMOTO 
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ตารางท่ี 3.1 เคร่ืองมือและอุปกรณท่ีใชในการวิจัย (ตอ) 
 

วัสดุและอุปกรณ แหลงท่ีมา 
4. อุปกรณตางๆ 
    - จานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลุม 
    - จานเล้ียงเซลลชนิด 96 หลุม       
    - ขวดเล้ียงเซลลขนาด 10 และ 250 มิลลิลิตร      
    - ขวดแกว        
    - หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร   
    - หลอดปนเหวี่ยงขนาด 50 มิลลิลิตร   
    - กระบอกฉีดยาขนาด 1 และ 5 มิลลิลิตร      
    - เข็มฉีดยาขนาด 18G และ 21G    
    - ปเปตตแกว      

 
Nunc (Denmark) 
Nunc (Denmark) 
Nunc (Denmark) 
Boro (Germany)  
Axygen (USA) 
Nunc (Denmark) 
Nipro (Thailand) 
Nipro (Thailand) 
HBG (Germany)  

  
3.2 สารเคมีท่ีใชในการวิจัย 

ตารางท่ี 3.2  สารเคมีท่ีใชในการวิจัย 

สารเคมี หนาท่ี แหลงท่ีมา 

1. Acrylamide  gel ใชในเทคนิค SDS-PAGE บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

2. AHD (1-Aminohydantoin) ทดสอบปฏิกิริยาขาม บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
3. Aminopterine เตรียมอาหารคัดเลือกเซลล บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
4. AMOZ (3-amino-5-morpholino 
  methyl-2-oxazolidone) 

ทดสอบความจําเพาะของ
โมโนโคลนอลแอนติบอดี 

บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

5. Anti-mouse IgG Horseradish 
linked whole antibody 

ใชในเทคนิค Western blot 
GE Healthcare UK Ltd. 
Amersham Place , USA 

6. AOZ (3-amino-2-oxazolidone) ทดสอบปฏิกิริยาขาม บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

7. APS (Ammoniumpersulfat) 
เตรียมเจลในเทคนิค SDS-
PAGE 

บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

8. BCA protein assay kit วิเคราะหปริมาณโปรตีน บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
9. Beta-mercaptoethanol ใชในเทคนิค SDS-PAGE บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
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ตารางท่ี 3.2  สารเคมีท่ีใชในการวิจัย (ตอ) 

สารเคมีท่ีใชในการวิจัย หนาท่ี ท่ีมา 

10. Bovine serum albumin (BSA) 
โปรตีนมาตรฐานและใช
เช่ือมกับ CPAMOZ 

บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

11. Bromophenol blue เตรียมตัวอยาง SDS-PAGE บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
12. Butanol เตรียมสารละลาย นินไฮดริน บริษัท Merck, Germany 
13. Chloramphenicol (CAP) ทดสอบปฏิกิริยาขาม บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

14. 3-carboxybenzaldehyde (CBA) 
เปล่ียนอนุพันธุสาร AMOZ
และทดสอบปฏิกิริยาขาม บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

15. Citric acid เตรียมสารละลายบัฟเฟอร บริษัท Merck, Germany 
16. Clenbuteral ทดสอบปฏิกิริยาขาม บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
17. 3-{[(3-carboxyphenyl)methyl 
lene]amino}-5-morpholinomethyl-
2-oxazolidone (CPAMOZ) 

เตรียมแอนติเจนและใช
ทดสอบความจําเพาะ 

เตรียมท่ีสถาบันเทคโนโลยีชีว
ภาพฯ จุฬาฯ 

18. CPAMOZ-cBSA conjugate ฉีดกระตุนหนูทดลอง 
เตรียมท่ีสถาบันเทคโนโลยีชีว
ภาพฯ จุฬาฯ 

19. CPAMOZ-OVA  conjugate เทคนิค ELISA 
เตรียมท่ีสถาบันเทคโนโลยีชีว
ภาพฯ จุฬาฯ 

20. Coomassie Brilliant blue R-250 ยอมเจล SDS-PAGE บริษัท Pierce, USA 

21. Copper sulfate  
เตรียมสารละลายวัดปริมาณ
โปรตีน 

บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

22. Developer and replenisher ลางฟลม X-ray Kodak GBX, USA 
23. D-glucose เตรียมอาหารเล้ียงเซลล บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
24. Diethyl ether สลบหนูทดลอง บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
25. Dimethyl sulfoxide (DMSO) เตรียมอาหารเก็บเซลล บริษัท Fluka, Switzerland 
26. Disodium hydrogenphosphate เตรียมสารละลายบัฟเฟอร บริษัท Carlo erba, USA 
27. 1-ethy-3-(3-dimethylaminopro 
pyl)carbodiimide (EDC) 

เตรียมแอนติเจน บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

28. Enrofloxacin ทดสอบปฏิกิริยาขาม บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
29. Fetal bovine serum  เตรียมอาหารเล้ียงเซลล บริษัท Invitromex, USA 
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ตารางท่ี 3.2  สารเคมีท่ีใชในการวิจัย (ตอ) 

สารเคมีท่ีใชในการวิจัย หนาท่ี ท่ีมา 
30. Fixer and replenisher ลางฟลม X-ray Kodak GBX, USA 
31. Flumequine ทดสอบปฏิกิริยาขาม บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

32. Folin-ciocalteu phenol reagent 
เตรียมสารละลายวัด
ปริมาณโปรตีน 

บริษัท Merck, Germany 

33. Furaltadone (FTD) 
ทดสอบความจําเพาะของ
โมโนโคลนอลแอนติบอดี 

บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

34. Furazolidone (FZD)  ทดสอบปฏิกิริยาขาม บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
35. glycerol เตรียม Sample buffer บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
36. glycine เตรียม Running buffer บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
37. Hydrochloric  acid  (HCl) เตรียม Tris buffer บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
38. Hydrogen peroxide (H2O2) เตรียมสับสเตรต บริษัท Fluka, Switzerland 
39. Hypoxanthine เตรียมอาหารคัดเลือกเซลล บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
40. L-glutamine เตรียมอาหารเล้ียงเซลล บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
41. Methanol ตัวทําละลาย บริษัท BDH, England 

42. Ninhydrin 
เตรียมสารละลายใชใน
เทคนิค TLC 

บริษัท Pierce, USA 

43. Norfloxacin ทดสอบปฏิกิริยาขาม บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
44. Nitrofurantoin (NFT) ทดสอบปฏิกิริยาขาม บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
45. Nitrofurazone (NFZ) ทดสอบปฏิกิริยาขาม บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
46. N-Hydroxysuccinimide (NHS) เตรียมแอนติเจน บริษัท Fluka, china 
47.1-((2-nitrophenyl)methylene 
amino)-2,4imidazolidinone 
(NPAHD) 

ทดสอบปฏิกิริยาขาม บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

48.5-methylmorpholine-3-((2-nitro 
phenyl)methylene)amino-2-oxazo 
lidinone (NPAMOZ) 

ทดสอบความจําเพาะของ
โมโนโคลนอลแอนติบอดี 

บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
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ตารางท่ี 3.2  สารเคมีท่ีใชในการวิจัย (ตอ) 

สารเคมีท่ีใชในการวิจัย หนาท่ี ท่ีมา 
49. 3-((2-nitrophenyl)methylene) 
amino-2-Oxazolidinone (NPAOZ) 

ทดสอบปฏิกิริยาขาม บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

50.2-nitrobenzaldehyde-
semicarbazone (NPSCA) 

ทดสอบปฏิกิริยาขาม บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

51. O-phenylenediamine (OPD) เตรียมสับเตรต บริษัท Abkem Iberia S.L., Spain 
52. Ovalbumin (OVA) เตรียมแอนติเจน บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
53. Oxytetracycline ทดสอบปฏิกิริยาขาม บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
54. Penicllin G ทดสอบปฏิกิริยาขาม บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
55. Peroxidase-Rabbit Anti-Mouse 
IgG (Gamma chain Specific) 

ทดสอบ ELISA บริษัท Zymed, USA 

56. Picrylsulfonic acid 
เตรียมสารละลายในการวัด
ประสิทธิภาพการเช่ือมติด 

บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

57. Polyethylene glycol (PEG) 
สารส่ือในการหลอมรวม
เซลล 

บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

58. Potassium tartate 
เตรียมสารในการหา
ปริมาณโปรตีน บริษัท Merck, Germany 

59. Pyridine 
สารกลางในการเปล่ียนสาร 
AMOZ เปน CPAMOZ บริษัท Carlo  Erba , USA 

60. Pyruvic acid เตรียมอาหารเล้ียงเซลล บริษัท Invitromex, USA 
61. RPMI 1640 medium  เตรียมอาหารเล้ียงเซลล บริษัท Invitromex, USA 
62.  Salbutamol ทดสอบปฏิกิริยาขาม บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
63.  Semicarbazide (SCA)  ทดสอบปฏิกิริยาขาม บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
64. Sodium bicarbonate  เตรียมสารละลายบัฟเฟอร บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
65. Sodium cabonate  เตรียมอาหารเล้ียงเซลล บริษัท Merck, Germany 
66. Sodium chloride  เตรียมสารละลายบัฟเฟอร บริษัท Merck, Germany 
67. Sodium dihydrogen phosphate   เตรียมสารละลายบัฟเฟอร บริษัท Carlo erba, USA 

68. Sodium dodecyl sulphate (SDS)  
เตรียมเจลในเทคนิค SDS-
PAGE 

บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
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ตารางท่ี 3.2  สารเคมีท่ีใชในการวิจัย (ตอ) 

สารเคมีท่ีใชในการวิจัย หนาท่ี ท่ีมา 
69. Sodium pyruvate เตรียมอาหารเล้ียงเซลล บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
70. Sulfuric acid หยุดปฏิกิริยาของเอนไซม บริษัท Merck, Germany 
71. N,N,N,N -Tetramethyl-Ethylene 
diamine (TEMED) 

เตรียมเจลในเทคนิค SDS-
PAGE 

บริษัท Pierce, USA 

72. Thymidin เตรียมอาหารเล้ียงเซลล บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
73. Tris (hydroxymethyl) 
aminomethane 

เตรียมสารละลายบัฟเฟอร บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

74. Tween 20 เตรียมสารละลายบัฟเฟอร บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

75. นมพรองมันเนย ทดสอบ ELISA 
บริษัท Mission health food, 
Thailand 

 
 
3.3 การดําเนินงานวิจัย 
 

ในงานวิจัยนี้เปนการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ AMOZ ซ่ึงเปนสารเมแทบอไลตของยา
ไนโตรฟูแรนฟูรัลทาโดน ในข้ันตนทําการเตรียมอนุพันธุของ AMOZ ใหอยูในรูปของ CPAMOZ เพื่อนํา
ไปเช่ือมติดกับโปรตีนพาหะ cBSA (BSA ท่ีผานปฏิกิริยาเพื่อเพิ่มจํานวนหมูเอมีน, cationized BSA) หลัง
จากน้ันนําสารเช่ือม CPAMOZ-cBSA  ไปฉีดกระตุนหนูทดลองสายพันธุ BALB/c เพศเมีย เพื่อกระตุน
ระบบภูมิคุมกันของหนูใหสรางแอนติบอดี จากน้ันนําเซลลจากมามของหนูท่ีสรางแอนติบอดีท่ีตองการ
มาหลอมรวมกับเซลลมัยอีโลมาของหนู เพื่อใหไดเซลลไฮบริโดมาท่ีมีคุณสมบัติเดนเหมือนเซลลท้ังสอง
ชนิด คือ สามารถผลิตและหล่ังแอนติบอดีและสามารถเจริญไดไมจํากัดในอาหารเล้ียงท่ีเหมาะสมในหอง
ปฏิบัติการจากนั้นทําการคัดเลือกเซลลไฮบริโดมาท่ีผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอ 
CPAMOZ และ AMOZ แลวนําเซลลไฮบริโดมาท่ีคัดเลือกไดมาเพ่ิมจํานวนเซลลเพื่อใหผลิตโมโนโคล
นอลแอนติบอดี และศึกษาสมบัติเบ้ืองตนของโมโคลนอลแอนติบอดี ไดแก ทดสอบไอโซไทป ทดสอบ
ความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ CPAMOZ และ AMOZ ทดสอบปฏิกิริยาขามกับสารใน
และนอกกลุมไนโตรฟูแรน และการทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหบริสุทธ์ิ   
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3.4  วิธีการวิจัย 
 3.4.1 การเตรียมแอนติเจน 
   

3.4.1.1 การเปล่ียนแปลงอนุพันธุของสาร AMOZ เปน CPAMOZ 
 
โดยนํา 50 mM ของสาร AMOZ มาทําปฏิกิริยากับ 25 mM ของสาร 3-carboxybenzaldehyde 

(CBA) ดวยวิธีการ reflux ซ่ึงมี dry pyridine 1 มิลลิลิตร เปนตัวกลางชวยใหเกิดปฏิกิริยา และมี 
molecular sieve ชวยดูดน้ําท่ีเกิดข้ึนในปฏิกิริยา ท่ีอุณหภูมิ 92 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16 ช่ัวโมง หลัง
จากนั้นดึง pyridine ออกจากระบบดวยแกสไนโตรเจน  ทดสอบผลการเกิดปฏิกิริยาดวยหลักการของ
เทคนิค ทินเลเยอรโครมาโทกราฟฟ (TLC) โดยใชระบบตัวทําละลาย ท่ีประกอบดวย 10% เมทานอล 
ละลายใน chloroform ดูแถบของสาร Pyridine, CBA และ CPAMOZ ดวยแสงยูวี และดูแถบของสาร 
AMOZ โดยยอมดวยสารละลายนินไฮดริน นําแถบท่ีไดไปคํานวณหาคา Rf สูตรการคํานวณหาคา ดังนี้ 
 Relative mobility (Rf)     =           ระยะทางท่ีสารเคล่ือนท่ี (เซนติเมตร) 
           ระยะทางท่ีตัวทําละลายเคล่ือนท่ี (เซนติเมตร) 
 เก็บสาร CPAMOZ ท่ีเตรียมไดไวท่ี -4 องศาเซลเซียส  
 

3.4.1.2 การเตรียม Super carrier Protein (cBSA) หรือ cationized BSA 
  

 นํา 50 มิลลิกรัม ของโปรตีน BSA ละลายในสารละลาย 0.1 M โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร พี
เอช 7.4 ท่ีมี 1 M Ethylendlamin dihydrochlorid (EDA) 10 มิลลิลิตร หลังจากนั้นเติม 1-ethy-3-(3-
dimethylaminopropyl)carbodiimide  (EDC) 20 มิลลิกรัม กวนเบาๆตั้งท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 
2 ช่ัวโมง นําไป dialysis ดวย 0.1 M โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.4  เปล่ียนบัฟเฟอร 2 คร้ังตอ
วัน เปนเวลา 3 วัน นําสารละลายท่ีไดทําใหแหงดวยเทคนิค Lyophilize นําไปวัดปริมาณโปรตีน 
โดยวิธี Lowry Protein assay และหาคาเปอรเซ็นตของหมูเอมีนท่ีเพิ่มข้ึน ดวยเทคนิค TNBSA ยืน
ยันผลการเตรียม cBSA โดยการหาน้ําหนักโมเลกุลของสารดวยเทคนิค Matrix-assisted laser 
desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF-MS) เก็บท่ี 4 องศาเซลเซียส 
ในรูปผงสีขาว (Coillie, 2004) 
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(1) การเตรียมแอนติเจนเพื่อใชฉีดกระตุนสัตวทดลอง  

เช่ือมติดสาร CPAMOZ กับโปรตีน cBSA  เตรียมไดจากนําสาร CPAMOZ ท่ีเตรียมได
จากขอ ก.  0.044 M (5.33 มิลลิกรัม) ละลายใน ไดเมทิลฟอรมาไมด (DMF) ท่ีปราศจากนํ้าปริมาตร 0.4 
มิลลิลิตร กวนเบาๆดวยแทงกวนแมเหล็ก เติม  0.1 M EDC (19.17 มิลลิกรัม) ตามดวย 0.025 M NHS (2.88 
มิลลิกรัม) หลังจากนั้นคอย เๆติม cBSA 18.74 มิลลิกรัม ท่ีละลายในบัฟเฟอร 0.1 M ฟอสเฟตบัฟเฟอรมี พี
เอช 7.4 ปริมาตร 0.6 มิลลิลิตร กวนเบา  ๆตั้งท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 2 ชั่วโมง หลังจากนั้นดึงสารท่ีไมได
เช่ือมติดออกจากระบบดวยการนําไป ไดแอลิซิส เปนเวลา 3 วัน หลังจากนั้นนําสารละลายท่ีไดไปหา
ปริมาณโปรตีนดวยวิธีการ Lowry Protein assay (วิธีการในภาคผนวก ข ขอ 2)  และหาเปอรเซ็นตของการ
เช่ือมติดสาร CPAMOZ-ed-cBSA ดวยวิธี TNBSA (วิธีการในภาคผนวก ข ขอ 3) และยืนยันผลการเช่ือม
ติดดวยการสงตัวอยางหาน้ําหนักโมเลกุลของสารดวย MALDI-TOF MS หลังจากนั้นนําสารละลายท่ี
เตรียมไดแบงใสหลอดเก็บท่ี -70 องศาเซลเซียส เพื่อใชสําหรับฉีดกระตุนสัตวทดลองตอไป  

 
(2) การเตรียมแอนติเจนเพื่อใชในการทํา Screening test ดวยเทคนิค Indirect ELISA 
 
ทําการเช่ือมสาร CPAMOZ กับ OVA ไดเปน CPAMOZ-ed-OVA เพื่อนําไปเคลือบ

จานชนิด 96 หลุม (96 wells plate) สําหรับใชหาระดับแอนติบอดีในซีรัมและคัดเลือกโคลนท่ีผลิตโมโน
โคลนอลแอนติบอดีตอ CPAMOZ โดยนําสาร CPAMOZ 0.044 M (5.83 มิลลิกรัม)  ละลายใน DMF 
ปริมาตร 0.05 มลิลิลิตร กวนเบาๆ คอยๆเติม  0.1 M EDC (19.17 มิลลิกรัม) หลังจากนั้นคอยๆเติม OVA 
10 มิลลิกรัม ท่ีละลายในบัฟเฟอร 0.1 M ฟอสเฟตบัฟเฟอรมี พีเอช 7.4 ปริมาตร 0.95 มิลลิลิตร กวนเบาๆ 
ตั้งท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 2 ช่ัวโมง นําไป dialysis เปนเวลา 3 วัน แลวจึงนําสารละลายท่ีไดไปหา
ปริมาณโปรตีนดวยวิธีการ Lowry Protein assay และหาเปอรเซ็นตของการเช่ือมติดสาร CPAMOZ-ed-
OVA ดวยวิธี TNBSA และยืนยันผลการเช่ือมติดดวยการสงตัวอยางหาน้ําหนักโมเลกุลของสารดวย วิธี 
MALDI-TOF-MS หลังจากนั้นนําสารละลายท่ีเตรียมไดแบงใสหลอดเก็บท่ี   -70 องศาเซลเซียส  

 
3.4.1.3 การวัดปริมาณโปรตีนของ cBSA , CPAMOZ-cBSA และ CPAMOZ-OVA ดวย

วิธี Lowry  Protein assay 
 
เพื่อหาปริมาณโปรตีนของ cBSA กอนเช่ือมกับ CPAMOZ และหลังจากการเช่ือมกับ 

CPAMOZ และหาปริมาณโปรตีนของ OVA หลังจากเช่ือมกับ CPAMOZ มาทําการวิเคราะหปริมาณ
โปรตีน ดวยวิธี Lowry Protein assay โดยทําการเจือจางตัวอยางและโปรตีนมาตรฐานดวย PBS ซ่ึง
โปรตีนมาตรฐานเจือจางท่ีความเขมขน 0-1000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และสารตัวอยางท่ีไมเจือจาง
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และเจือจางสองเทา แลวเติมสารมาตรฐานและสารตัวอยางแตละความเขมขนปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
เติมสารละลาย C (ภาคผนวก ข ขอ 2) ลงไปในหลอดท่ีมีสารมาตรฐานและสารตัวอยาง หลอดละ 500 
ไมโครลิตร เขยาใหเขากัน จับเวลาประมาณ 10 นาที จากน้ันเติมสารละลาย D บมท่ีอุณหภูมิหองเปน
เวลา 30 นาที แลวนําไปวัดคาดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 750 นาโนเมตร สรางกราฟมาตรฐานแสดง
ความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสงกับความเขมขนของโปรตีนมาตรฐาน  

 
3.4.1.4 การวัดประสิทธิภาพในการเช่ือมติดสาร CPAMOZ กับโปรตีน cBSA และ OVA 
 
เพื่อหาคาเปอรเซ็นตของการติดและจํานวนโมเลกุลของสาร CPAMOZ ท่ีติดกับโปรตีน 

โดยใชวิธี TNBSA สําหรับหาคาเปอรเซ็นตของการเช่ือมติดและเทคนิค MALDI-TOF-MS สําหรับ
หาจํานวนโมเลกุลของสาร CPAMOZ ท่ีติดกับโปรตีน 

  
(1)  การหาคาเปอรเซ็นตของการติดของสาร CPAMOZ กับโปรตีน cBSA และ OVA 

   ดวยวิธีการ TNBSA โดยทําการเจือจางแอนติเจนท่ีเตรียมไดและโปรตีนมาตรฐานดวย 
0.1 M โซเดียมไบคารบอเนตบัฟเฟอรพีเอช 8.5 ซ่ึงโปรตีนมาตรฐานเจือจางท่ีความเขมขน 0-1000 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และสารตัวอยางท่ีเจือจาง 5 เทาและ 8 เทา แลวเติมโปรตีนมาตรฐานและสารตัว
อยางแตละความเขมขนปริมาตร 150 ไมโครลิตร เติม 0.05% TNBS ลงไปในหลอดท่ีมีสารมาตรฐาน
และสารตัวอยาง หลอดละ 75 ไมโครลิตร เขยาใหเขากัน บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ช่ัว
โมง หลังจากนั้นเติม 10% SDS หลอดละ 75 ไมโครลิตร ตามดวย 1 N กรดไฮโดคลอริก 37.5 ไมโครลิตร
แลวนําไปวัดคาดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 335 นาโนเมตร  
 

(2) การหาอัตราสวนโมลารของสาร CPAMOZ ท่ีเช่ือมติดกับโปรตีน cBSA และ OVA   
  ดวย วิธี MALDI-TOF-MS โดยสงตัวอยางวิเคราะหท่ีหนวยบริการชีวภาพ ศูนยพันธุ
วิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ (BIOTEC) เพื่อดูน้ําหนักโมเลกุลของสาร โดยคํานวณจาก 

 
จํานวนโมเลกุลของสาร CPAMOZ =  (น้ําหนักโมเลกุลของสาร CPAMOZ ติดกับโปรตีน- น้ําหนักโมเลกุลของโปรตีน) 

        น้ําหนักโมเลกุลของสาร CPAMOZ 
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 3.4.2  การกระตุนภูมิคุมกันของหนูทดลองใหสรางแอนติบอดีตอสาร CPAMOZ 
 

3.4.2.1 การฉีดกระตุนหนูทดลอง 
 

  ทําการฉีดกระตุนภูมิคุมกันของหนูทดลองสายพันธุ BALB/c เพศเมีย อายุ 8 สัปดาห 
ดวยแอนติเจนท่ีเตรียมไดจากขอ 3.4.1.1 (CPAMOZ-cBSA) ซ่ึงการฉีดกระตุนคร้ังแรก (Immunization) 
จะใชแอนติเจนปริมาณ 50 ไมโครกรัม (ตอหนู 1 ตัว) ใน PBS 100 ไมโครลิตร ผสมกับ  Freund’s 
complete adjuvant (FCA)  อัตราสวน 1:1 (v/v) โดยผสมใหมีลักษณะเปนอีมันช่ัน กอนฉีดเขาภายใน
ชองทองหนู และทําการฉีดกระตุนซํ้าอีก 3-4 คร้ัง  ทุกๆ 2 อาทิตย โดยผสมแอนติเจนปริมาณ 50 
ไมโครกรัม (ตอหนู 1 ตัว) ใน PBS 100 ไมโครลิตร กับ Freund’s incomplete adjuvant อัตราสวน 1:1 
(v/v) เชนกัน จากน้ันประมาณ 7-10 วัน ทําการเจาะเลือดหนูจากปลายหางเพื่อแยกซีรัมมาทดสอบดู
ระดับของแอนติบอดี (antibody titer) ดวยวิธี Indirect ELISA ถาระดับแอนติบอดียังอยูในระดับตํ่าก็
ฉีดกระตุนซํ้าดวยวิธีการเดิมทุกๆ 2 อาทิตย เม่ือระดับแอนติบอดีสูงมากพอ ทําการฉีดกระตุนคร้ังสุด
ทาย ดวยแอนติเจนท่ีผสมกับน้ําเกลือเขาชองทองในปริมาณ 50 ไมโครกรัมตอหนูทดลองหนึ่งตัว กอน
ทําการหลอมรวมเซลล 3 วัน ถัดไป 
 

3.4.2.2 การเตรียมซีรัมจากเลือดหนูทดลอง 
 
หลังจากเจาะเลือดจากหางหนูแลวตั้งท้ิงไวท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

30–60 นาที  แลวจึงนําไปปนเหวี่ยงท่ี 10,000 รอบตอนาทีท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 
นาที เพื่อแยกสวนน้ําใสคือซีรัมออกมาเก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

 
3.4.2.3 การหาระดับของแอนติบอดี ในซีรัมโดยวิธี Indirect  ELISA  

 
 เตรียมสาร CPAMOZ-OVA ความเขมขน 3 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร นําไปเติมใน 

จานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลุม หลุมละ 100 ไมโครลิตร  แลวบมท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 12-24 ชั่วโมง นํามาลางดวย PBS จํานวน 3 คร้ัง เติมสารละลายนมพรองมันเนย 5% หลุมละ 300 
ไมโครลิตร แลวนําไปบมท่ี 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง จากน้ันนํามาลางดวย PBS จํานวน 3 
คร้ัง เติมซีรัมจากหนูท่ีเจือจางระดับตาง ๆใน PBS และ PBS ท่ีมี 1%BSA ตั้งแต 1:500 – 1:128,000 
หลุมละ 100 ไมโครลิตร นําไปบมท่ี 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ช่ัวโมง จากน้ันนํามาลางดวย PBS 
จํานวน  3 คร้ัง เติมแอนติบอดีทุติยภูมิท่ีจําเพาะตอ mouse IgG ท่ีมี HRP เช่ือมอยู (HPR-Rabbit anti-
mouse IgG) ท่ีเจือจาง 1:2000 ใน PBS หลุมละ 100 ไมโครลิตร แลวนําไปบมท่ี 37 องศาเซลเซียส เปน
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เวลา 1 ชั่วโมง จากน้ันนํามาลางดวย PBS จํานวน 3 คร้ัง เติมสารละลายสับสเตรทของเอนไซม ซ่ึง
ประกอบดวย OPD และ H2O2 ละลายใน citrate buffer หลุมละ 150 ไมโครลิตร  บมในท่ีมืดอุณหภูมิ
หอง เปนเวลา 10 นาที หยุดปฏิกิริยาเอนไซมโดยเติม 2.5 M H2SO4 หลุมละ 100 ไมโครลิตร จากน้ันนํา
ไปวัดคาดูดกลืนแสง 492 นาโนเมตร โดยเคร่ือง Microtiterplate reader 

 
3.4.2.4 การทดสอบความจําเพาะของแอนติบอดีตอ CPAMOZในซีรัม โดยวิธี 
Indirect competitive ELISA  

 
  นําซีรัมหนูมาทดสอบดูวาหนูมีแอนติบอดีตอสาร CPAMOZ หรือไม ถาหนูมี
แอนติบอดีตอ CPAMOZ แอนติบอดีท่ีอยูในซีรัมจะจับกับ CPAMOZ ท่ีอยูในรูปอิสระ ทําใหคาดูด
กลืนแสงลดลงเม่ือเทียบกับซีรัมท่ีไมมี CPAMOZ โดยเตรียมสาร CPAMOZ ท่ีความเขมขน 0, 2, 20 
และ 200  ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ 1% BSA นําแตละความเขมขนมาผสมกับซีรัมหนูท่ีเจือจางใน 
PBS ความเจือจาง 1:4000 โดยผสมกันในอัตราสวน 1:1 (v/v) ท้ิงไวขามคืน แลวทําการทดสอบดวยวิธี 
Indirect ELISA ตามข้ันตอนในขอ 3.4.2.3 
   

3.4.3 การเตรียมเซลลไฮบริโดมาท่ีผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ AMOZ 
 

ทําการหลอมรวม (fusion) เซลลมามหนูท่ีถูกกระตุนดวยแอนติเจน กับเซลลมัยอีโลมา โดย
ใชสาร 50% PEG (w/v) เปนส่ือ ซ่ึงมีข้ันตอนดังนี้ 

 
3.4.3.1 การเตรียมสารส่ือในการหลอมรวมเซลล 
 

 เตรียมไดจากนํา PEG มาอุนใหละลายท่ีอุณหภูมิประมาณ 50 องศาเซลเซียส ซ่ึงมี
ปริมาตร 2 มิลลิกรัม จากนั้นนําไปผสมกับอาหารเล้ียงเซลล RPMI 1640 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร จะได 50% 
PEG (w/v) แลวนําไปบมในตูบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส กอนจะนําไปใชในการหลอมรวมเซลล 
 
 

3.4.3.2 การเตรียมเซลลมัยอีโลมา 
 
 โดยนําเซลลมัยอีโลมาNS-I มาเล้ียงในอาหารเล้ียงเซลล RPMI 1640 ท่ีเติม 10% FCS 

โดยทําการเล้ียงเซลลมัยอีโลมาใหอยูในระยะเอกซโพเนนเชียล เล้ียงขยายปริมาตรในจานเล้ียงเซลล ท่ีมี
อาหารเล้ียงเซลล RPMI 1640 ท่ีเติม 10% FCS เล้ียงประมาณ 4-5 วันกอนทําการหลอมรวมเซลล จากน้ัน
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นําเซลลมัยอีโลมาท่ีเล้ียงอยูในภาชนะเล้ียงเซลล ออกมาปนลางดวยอาหาร RPMI 1640 1-2 คร้ัง โดยนํามา
ปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 1000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาทีโดยรอบสุดทายของการปนลางเติมอาหารเล้ียง
เซลล  RPMI 1640 ท่ีเติม 10% FCS ปริมาตร 5 มิลลิลิตร และนับเซลลท่ีมีชีวิตใหมีจํานวนมากกวา 107 
เซลลตอมิลลิลิตร จากน้ันเก็บเซลลไวท่ีตูบมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จนกวาจะนําไปหลอมรวมเซลล 
 

3.4.3.3 การเตรียมเซลลมาม 
 
 เตรียมไดจากนําหนู BALB/c ท่ีถูกฉีดกระตุนดวย CPAMOZ-cBSA มาทําการสลบ โดย

ใชไดเอทิลอีเธอร หลังจากนั้นเจาะเลือดจากหัวใจ เพื่อเก็บซีรัมเปนตัวควบคุมบวกในเทคนิค ELISA แลว
จึงเปดชองทองนํามามออกมาโดยวิธีปลอดเช้ือ จากน้ันใชกรรไกรตัดมามใหเปนช้ินเล็ก  ๆ บนตะแกรง
ลวดตาถ่ี แลวใชดามของหลอดฉีดยาขนาด 10 มิลลิลิตร บดมามเบา  ๆใหละเอียด เม่ือไดเซลลมามแลวนํา
ไปปนลางใน RPMI 1640 ปริมาตร 45  มิลลิลิตร (มี gentamycin เขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) ดวย
ความเร็ว 1000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที จากน้ันท้ิงสวนใสแลวเติมอาหารเล้ียงเซลล  RPMI 1640 ท่ี
เติม 10% FCS ปริมาตร 5 มิลลิลิตร แลวจึงนําเซลลมามไปทําการเช่ือมกับเซลลมัยอีโลมา 
 

3.4.3.4 การหลอมรวมเซลล (cell fusion หรือ hybridization) 
   

  โดยนําเซลลมามของหนูท่ีถูกกระตุนระบบภูมิคุมกันดวยแอนติเจน CPAMOZ-cBSA 
และสรางแอนติบอดีท่ีตองการ และเซลลมัยอีโลมา ในอัตราสวน 1:2 โดยท่ีเซลลท้ังสองจะถูกนํามาเล้ียง
ใหอยูในระยะท่ีกําลังจะแบงตัว มารวมกันในหลอดฝาเกลียว ขนาด 50 มิลลิลิตร ใชปเปตดูดข้ึนลงเบาๆ 
ใหเซลลท้ังสองผสมกัน กอนนําไปปนเหวี่ยงเพื่อตกตะกอนเซลล ดวยความเร็ว 1000 รอบตอนาที เปน
เวลา 5 นาที เทสวนใสท้ิง เขยาเบาๆใหเซลลผสมกันดี แลวคอยๆ หยด 50% พอลิเอทิลีนไกลคอล (w/v) 
ปริมาณ 1 มิลลิลิตร ลงไปในตะกอนเซลลพรอมกับหมุนหลอดชาๆ โดยควบคุมใหสารละลาย 50% 
PEG ไหลใหหมดภายใน 1 นาที  จากนั้นเติมอาหารเล้ียงเซลล RPMI 1640 ท่ีมี 10% FCS อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส อีกคร้ังละ 10 มิลลิลิตร จนครบ 40 มิลลิลิตร ใชปเปตขนาด 10 มิลลิลิตร ดูดข้ึนลงเบาๆ 
อีกคร้ัง เพื่อลาง 50% PEG ออกใหหมด กอนนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 1000 รอบตอนาที นาน 5 นาที 
เพื่อแยกตะกอนเซลลออก โดยการเทสวนใสทิ้ง ทําเชนนี้ 2 คร้ัง และเติมอาหารเล้ียงเซลล HAT ท่ีมี 20% 
FCS ลงไปประมาณ 80 มิลลิลิตร กอนนําเซลลไปหยอดในจานเล้ียงเซลลชนิด 96 หลุม ปริมาณหลุมละ 
0.2 มิลลิลิตร จากนั้นนําไปเล้ียงในตูบมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ท่ีมี 5% CO2  
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3.4.3.5 การเล้ียงและการคัดเลือกเซลลไฮบริโดมาหลังการหลอมรวมเซลล 
 
  ภายหลังการหลอมรวมเซลลแลวเติมอาหารเล้ียงเซลล HAT ท่ีมี 20% FCS ทุก 3-4 วัน 
และเม่ือผานไปแลว 6-7 วัน สังเกตเซลลไฮบริโดมาในแตละหลุมโดยใชกลองจุลทรรศนชนิดหัวกลับ 
(inverted microscope) จะเห็นโคลนของเซลลไฮบริโดมามีลักษณะกลมวาวและโปรงแสงข้ึนเปนกลุม เม่ือ
เติมอาหารเล้ียงเซลลเต็มหลุมแลวจะตองเปล่ียนอาหารในหลุมโดยจะใหอาหารเล้ียงเซลล HAT ท่ีมี 20% 
FCS ประมาณ  3 สัปดาห จากน้ันจึงเปล่ียนเปนอาหารเล้ียงเซลล HT ท่ีมี 20% FCS โดยจะสังเกตการ
เปล่ียนแปลงของสีอาหารเลี้ยงเซลลถามีสีเหลืองไหดูดอาหารเล้ียงเซลลเกาท้ิงแลวเติมอาหารใหมลงไป 
ถาเกิดการปนเปอนของเชื้อจุลินทรียอาหารเล้ียงเซลลจะมีสีเปล่ียนแปลงเร็วกวาปกติ เม่ือดูกนหลุมจะ
เห็นหลุมท่ีมีการปนเปอนมีลักษณะขุน จึงตองทําการกําจัดหลุมนั้นท้ิงโดยใช 50% Clorox และตองตรวจ
ดูเซลลไฮบริโดมาเปนระยะ  ๆ เม่ือพบวาเซลลไฮบริโดมาเจริญไดประมาณ 2/3 ของพื้นท่ีกนหลุมใหนํา
อาหารเล้ียงเซลลมาตรวจหาแอนติบอดีโดยวิธี Indirect ELISA   
 

3.4.3.6 การตรวจหาเซลลไฮบริโดมาท่ีผลิตแอนติบอดีตอ CPAMOZโดยวธีิ 
 indirect ELISA 

 
  เพ่ือตรวจหาเซลลไฮบริโดมาท่ีผลิตแอนติบอดีตอ CPAMOZ จึงทําการเคลือบ จาน
ทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลุมดวยแอนติเจน 2 ชนิด คือ CPAMOZ-OVA , AMOZ-OVA , OVA และ 
BSA เพ่ือเปรียบเทียบคาดูดกลืนแสงท่ีไดจากการทํา ELISA ถาเซลลในหลุมใดมีคาดูดกลืนแสงของ
จานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลุมที่เคลือบดวย CPAMOZ-OVA และ AMOZ-OVA สูง และมีคาดูด
กลืนแสงของจานชนิด 96 หลุมท่ีเคลือบดวย OVA และ BSA ต่ํา  ก็จะเลือกเซลลในหลุมนั้นไปเล้ียงใน
จานเล้ียงเซลลชนิด 24 หลุม และทําการทดสอบน้ําเล้ียงเซลลแลวใหคาเหมือนเดิมจึงทําการโคลน
เซลลเพ่ือใหไดเซลลเดี่ยวตอไปซ่ึงจะทําการตรวจหาเซลลไฮบริโดมาที่ผลิตแอนติบอดีโดยนําอาหาร
เล้ียงเซลลจากหลุมท่ีตองการมาทดสอบดวยวิธี indirect  ELISA ตามข้ันตอนในขอ 3.4.2.3 
 

3.4.3.7 การแยกเซลลไฮบริโดมาใหไดเซลลเดี่ยว (single cell cloning) โดยการทํา 
ใหเจือจางดวยวิธี limiting dilution 
 

  หลังจากท่ีคัดเลือกจนไดเซลลไฮบริโดมา (hybridoma cell) ท่ีตองการแลวเพื่อใหมั่น
ใจวาเซลลท่ีแบงตัวเพ่ิมข้ึนแตละเซลลมีตนกําเนิดจากเซลลเดียว ซ่ึงวิธี limiting dilution ทําไดโดยนํา
เซลลไฮบริโดมาจากหลุมท่ีไดตรวจสอบแลววาผลิตแอนติบอดีตอ CPAMOZ มาเจือจางในอาหารเล้ียง
เซลล RPMI 1640 ท่ีมี 20% FCS โดยปรับความเจือจางของเซลลไฮบริโดมาใหเทากับ 40 เซลลตอ
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มิลลิลิตร กอนนํามาเจือจางแบบ 2 เทา จนไดความเจือจางของเซลลไฮบริโดมาเทากับ 5 เซลลตอ
มิลลิลิตร จากน้ันนําเซลลไฮบริโดมาในแตละความเจือจางไปหยอดลงในจานชนิด 96 หลุมจํานวน
ความเจือจางละ 2 แถว (24 หลุม) ปริมาตรหลุมละ 0.2 มิลลิลิตร จะไดเซลลไฮบริโดมาปริมาณ 8 เซลล 
4 เซลล 2 เซลล และ 1 เซลล ตอหลุม ตามลําดับ นําไปเล้ียงในตูบมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
บรรยากาศ CO2 5% ประมาณ 14 วัน กอนตรวจดูดวยกลองจุลทรรศนแบบหัวกลับโดยทําเคร่ืองหมาย
หลุมท่ีมี 1 เซลล เม่ือเซลลเจริญได 2/3 ของพื้นท่ีกนหลุม จึงนําอาหารเล้ียงเซลลจากหลุมท่ีไดทําเคร่ือง
หมายไวแลวไปตรวจหาแอนติบอดีอีกคร้ังดวยวิธี indirect  ELISA กอนนําเซลลจากหลุมท่ีใหผลบวก
มาทําการโคลนเซลลซํ้าอีกเปนคร้ังท่ี 2 และ 3 เพ่ือใหแนใจวาเซลลท่ีไดมาจากเซลลไฮบริโดมาที่มา
จากตนกําเนิดจากเซลลลูกผสมเร่ิมตนเซลลเพียงเซลลเดียว 
 

3.4.3.8 การเก็บเซลลไฮบริโดมาในไนโตรเจนเหลว 
 
 นําเซลลโมโนโคลนท่ีตองการเก็บ มาเพาะเล้ียงตอในอาหาร RPMI 1640 ท่ีมี 10% FCS 

ใหอยูในชวงเอกซโพเนนเชียลมาปนเหวี่ยงใหเซลลตกตะกอนดวยความเร็ว 1000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 
นาที จากน้ันดูดอาหารเลี้ยงเซลลท่ีอยูดานบนท้ิง และเติมน้ํายาเก็บเซลลท่ีมี 10% ไดเมทิลซัลฟอกไซด 
(DMSO) ขณะเย็นลงไปปริมาตร 1 มิลลิลิตร แลวใช Pasteur pipette เปาข้ึนลงเบา  ๆจนเซลลเขากันดีกับน้ํา
ยาเก็บเซลล กอนถายเซลลลงในหลอดเก็บเซลลขนาด 1.5 มิลลิลิตร และนําไปแชท่ีอุณหภูมิ -70 องศา
เซลเซียส ขามคืน จากน้ันจึงยายลงไปแชในไนโตรเจนเหลวท่ีมีอุณหภูมิประมาณ -196 องศาเซลเซียส 

 
3.4.3.9 การนําเซลลไฮบริโดมาท่ีเก็บในไนโตรเจนเหลวกลับมาเล้ียง 

 
  นําหลอดท่ีเก็บเซลลไฮบริโดมาออกมาจากการเก็บในไนโตรเจนเหลวนํามาละลาย
ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ทันที เม่ือน้ํายาเก็บเซลลในหลอดละลายหมดแลวใหถายเซลลลง
หลอดท่ีมีอาหารเล้ียงเซลล RPMI 1640 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ปริมาตร 10 มิลลิลิตร นําไปปน
ลางเปนจํานวน 2 คร้ัง ท่ีความเร็ว 1000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที กอนนําเซลลไปเล้ียงตอใน
อาหารเล้ียงเซลล RPMI 1640 ท่ีมี 20% FCS ในขวดเล้ียงเซลลขนาด 10 มิลลิลิตร จากนั้นทุกๆ 2-3 
วันทําการถายเซลล ลงขวดเล้ียงเซลลขนาด 250 มิลลิลิตร  
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3.4.4 การศึกษาลักษณะเบื้องตนของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
 

3.4.4.1 การตรวจสอบไอโซไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
 

 จะทําการตรวจหาไอโซไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดี โดยใชชุดทดสอบไอโซ
ไทป (isotyping kit) ของบริษัท Sigma-Aldrich ตามคําแนะนําของบริษัทผูผลิตดังนี้ โดยนํา Isotyping 
specific antibody ชนิด IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3, IgA และ IgM มาทําการเจือจางใน PBS ใหไดความ
เจือจาง 1:1000 นําไปเติมในจานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลุม หลุมละ 100 ไมโครลิตร (ทําตัวอยางละ 2 
ซํ้า) บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง นํามาลางดวย PBS (pH 7.4) ท่ีมี 0.05% Tween 
20 (PBS-T) จํานวน 3 คร้ัง เติมน้ําเล้ียงเซลลโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลนตางๆ ท่ีตองการตรวจ
สอบ หลุมละ 100 ไมโครลิตร นําไปบมท่ี 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง จากนั้นนํามาลางดวย 
PBS-T จํานวน  3 คร้ัง เติมแอนติบอดีทุติยภูมิท่ีจําเพาะตอ mouse IgG ท่ีมี HRP เช่ือมอยู ซ่ึงจําเพาะตอ 
Fab (HPR-Rabbit anti-mouse IgG (Fab specific)) ท่ีเจือจาง 1:600 ใน PBS-T หลุมละ 100 ไมโครลิตร 
แลวนําไปบมท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที จากนั้นนํามาลางดวย PBS-T จํานวน 3 คร้ัง เติมสาร
ละลายสับสเตรทของเอนไซม ซ่ึงประกอบดวย OPD และ H2O2 ละลายใน citrate buffer หลุมละ 100 
ไมโครลิตร  บมอุณหภูมิหองในท่ีมืด เปนเวลา 10-15 นาที หยุดปฏิกิริยาเอนไซมโดยเติม 2.5 M H2SO4 
หลุมละ 50 ไมโครลิตร จากนั้นนําไปวัดคาดูดกลืนแสง 492 นาโนเมตร โดยเคร่ือง Microtiterplate reader 

 
3.4.4.2 การหาความเขมขนของแอนติเจนและแอนติบอดีท่ีเหมาะสม โดยวิธี 
indirect ELISA 
เนื่องจากโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตไดจากเซลลไฮบริโดมาท่ีเล้ียงในขวดเล้ียง

เซลลมีความเขมขนมากเม่ือนําไปใชทดสอบดวยวิธี ELISA จะทําใหมีสัญญาณรบกวนสงผลใหเกิดผล
บวกเท็จได และยังเปนการส้ินเปลืองแอนติเจนและแอนติบอดีดวย  จึงตองหาความเขมขนและความ
เจือจางท่ีเหมาะสมทั้งของแอนติเจนและแอนติบอดี ท่ีใหคาการดูดกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตร 
ประมาณ 1 เพื่อนําความเขมขนและความเจือจางท่ีไดนี้ไปใชสําหรับการทดสอบคุณสมบัติตางๆ ของ
โมโนโคลนอลแอนติบอดีตอไป ซ่ึงจะทําการเคลือบจานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลุมดวย แอนติเจน 
CPAMOZ-OVA ความเขมขน 3 , 2 , 1 , 0.5 , 0.250 , 0.125 และ 0.0625 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ
เจือจางโมโนโคลนอลแอนติบอดีดวย PBS ท่ีความเจือจาง 1:10 – 1:1,280 และแลวทําการทดสอบดวย
วิธี Indirect ELISA ตามข้ันตอนในขอ 3.4.2.3 
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3.4.4.3 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดี ดวยวิธี Indirect 
competitive ELISA  

 
 การทดสอบความไว (sensitivity) ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอสารเมแทบอไลต

AMOZ  และทดสอบปฏิกิริยาขามกับสารในกลุมไนโตรฟูแรน 
  เนื่องจากสารไนโตรฟูแรนฟูรัลทาโดนจะอยูในรูปยาปฏิชีวนะ (FTD)  รูปสารเมแทบอ
ไลต (AMOZ) รูปสารเมแทบอไลตท่ีถูกเปล่ียนแปลงอนุพันธุ (CPAMOZ) สําหรับทําโมโนโคลนอล
แอนติบอดี และรูปสารเมแทบอไลตท่ีถูกเปล่ียนแปลงอนุพันธุ (NPAMOZ) สําหรับตรวจหาสารตกคาง
ดวยวิธีทางเคมี เพื่อทดสอบดูวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีได มีความจําเพาะตอสารไนโตรฟูแรนท้ัง 4 
รูปหรือไม และเกิดปฏิกิริยาขามกับสารในกลุมไนโตรฟูแรนชนิดอ่ืนหรือไม จึงทดสอบดวยวิธี Indirect 
competitive ELISA ถาโมโนโคลนอลแอนติบอดีมีความจําเพาะตอสารดังกลาว ก็จะทําปฏิกิริยากับสารดัง
กลาวท่ีอยูในรูปอิสระ ทําใหคาดูดกลืนแสงลดลงเม่ือเทียบกับโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีไมไดนําสาร
ดังกลาวมาทําปฏิกิริยา ทดสอบดวยวิธี Indirect ELISA  ตามข้ันตอนในขอ 3.4.2.3 
  โดยจะคิดเปนคา inhibition concentration (IC50) และ limit of detection (LOD) 

ซ่ึงคา  IC50  คือ  คาความเขมขนของสารที่ทําใหคาดูดกลืนแสงในการทํา competitive  
indirect  ELISA ลดลงคร่ึงหนึ่ง เม่ือเทียบกับท่ีไมมีสารแขงขัน 

LOD คือ คาความเขมขนของสารท่ีนอยท่ีสุดท่ีสามารถตรวจวัดได 
นําคาการดูดกลืนแสงท่ีไดจากผล ELISA มาหาคา IC50 ดวยโปรแกรม GraphPad 

Prism 4.03  โดยคิดเปน 50% B/Bo   
  IC50  = 50% B/Bo  
 
เม่ือ B  คือ คาการดูดกลืนแสงของผล ELISA ท่ีมีแอนติเจนท่ีตองการวัดปฏิกิริยาขามท่ีความ
  เขมขนตางๆ        
 Bo  คือ คาการดูดกลืนแสงของผล ELISA ท่ีไมมีแอนติเจนท่ีตองการวัดปฏิกิริยาขาม 
 และหาคา limit of detection (LOD) ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอสารCPAMOZ โดย
สูตรคํานวณดังนี้ 
 LOD   = Bo - 3SD 
 
เม่ือ Bo   คือ  คาดูดกลืนแสงของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีไมผสมไนโตรฟูแรน 
 SD   คือ คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
 วิธีการทํานั้นทําเชนเดียวกับการทดสอบความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีใชหา
คา IC50  เปนคาท่ีไดจากหลุมท่ีไมเติมสารแขงขัน (หลุม B0) นั้นใหมีท้ังหมด 18 หลุม 
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3.4.4.4 การทดสอบปฏิกิริยาขามโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอสารในกลุมและ
นอกกลุมไนโตรฟูแรน 

     
เพื่อทดสอบดูวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีได จะเกิดปฏิกิริยาขามกับสารในกลุม

และนอกกลุมไนโตรฟูแรนหรือไม จึงทดสอบดวยวิธี Indirect competitive ELISA กับสารอ่ืนท่ีอยูใน
กลุมไนโตรฟูแรน ท้ังอยูในรูปยาต้ังตน ไดแก FZD, NFZ และ NFT รูปสารเมแทบอไลต ไดแก AOZ,  
SCA  และ AHD รูปอนุพันธุของสาร ไดแก NP-AOZ , NP-SCA และ NP-AHD ตามลําดับ  สารนอก
กลุมไนโตรฟูแรน ท่ีนํามาทดสอบ คือ CBA ซ่ึงเปนสารท่ีใชในการเปล่ียนแปลงอนุพันธุสาร AMOZ 
เปน CPAMOZ สารในกลุมยาปฏิชีวนะ  ไดแก คลอแรมเฟนิคอล  นอรฟลอกซาซิน เพนิซิลลินจี ฟูมิค
วิน และ ออกซีเตตราไซคลิน สารในกลุมบีตา-อะโกนิสต ไดแก เคลนบูเทอรอล และ  ซัลบูทามอล โดย
เตรียมสารดังกลาวท่ีความเขมขน 0 และ 20 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร แลวนํามาผสมกับโมโนโคลนอล
แอนติบอดีท่ีเจือจางใน PBS โดยทําการผสมกันในอัตราสวน 1:1 (v/v) ท้ิงไวขามคืน แลวทําการทดสอบ
ดวยวิธี Indirect ELISA ตามข้ันตอนในขอ 3.4.2.3 
   

 เม่ือทดสอบความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติอบดีตอสารไนโตรฟูแรนท่ีตองการ 
และทดสอบปฏิกิริยาขามกับสารตางๆ แลวคํานวณเปนเปอรเซ็นตปฏิกิริยาขาม (% cross-reactivity) โดย
ใชสูตรคํานวณ ดังนี้ 

 
เปอรเซ็นตปฏิกิริยาขาม  =      IC50 ของ CPAMOZ   x  100 
     

  
 
 

3.4.5 การทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีบริสุทธ์ิ 
 

3.4.5.1 การเตรียมอาหารเล้ียงเซลลท่ีมีแอนติบอดี 
 

  นําโมโนโคลนท่ีคัดเลือกไดมาเล้ียงในอาหารเล้ียงเซลล RPMI-1640 ท่ีมี 10% FCS 
เพื่อใหเซลลไฮบริโดมาผลิตและหล่ังโมโนโคลนอลแอนติบอดีออกมา ซ่ึงจะสะสมรวมอยูในอาหาร
เล้ียงเซลล   
 
 

 IC50 ของสารท่ีทดสอบ 



                                                                                                
                                                                                             

 

41 

 

3.4.5.2 การทําแอนติบอดีใหบริสุทธ์ิ 
 

โดยนําโปรตีน เอ (Protein A) 0.5 กรัม มาทําใหพองตัว (swell) โดยแชใน PBS 5 
มิลลิลิตร เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิหอง แลวนําไปเติมใสคอลัมน จากน้ันทําคอลัมนใหสมดุลโดย
เติม 0.1 M ฟอสเฟตบัฟเฟอร, pH 8 ลงในคอลัมนโปรตีน เอ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ปรับคาความเปน
กรด-ดางของอาหารเล้ียงเซลลท่ีมีแอนติบอดีใหเทากับ pH 8.1 โดยใชบัฟเฟอร  1 M Tris HCl, pH 9 
กอนนํามาเติมลงในคอลัมนโปรตีน เอโดยใหมีอัตราการไหล เทากับ 1 มิลลิลิตรตอนาที จากน้ันเติม 
0.1 M phosphate buffer, pH 8 ลงในคอลัมนโปรตีน เอ ปริมาตร 30 มิลลิลิตร แลวทําการชะแอนติบอดี
ออกจากคอลัมนโปรตีน เอ โดยการเติม 0.1 M citrate buffer, pH 3.5 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร พรอมกับ
การใชหลอดทดลองท่ีมี 4 M Tris HCl, pH 9 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เก็บสารละลายท่ีออกมาจาก
คอลัมนโปรตีน เอ โดยใหแตละหลอดมีปริมาตร 2 มิลลิลิตร  หลังจากนั้นนําสารละลายในแตละหลอด
ไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร  แลวนําสารละลายในหลอดทดลองท่ีมีคาดูด
กลืนแสงมารวมกันกอนนําหาปริมาณโปรตีนและปริมาณแอนติบอดีตอไป 
 

3.4.5.3 การหาความเขมขนของโปรตีนโดยวิธี BCA assay 
 

เตรียมสารละลาย BSA ความเขมขน 0 – 2,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เพื่อใชเปน
สารละลายมาตรมาตรฐาน และเจือจางแอนติบอดีท่ีผานการทําใหบริสุทธ์ิแลวในอัตราการเจือจาง 1 
ตอ 4  และ 1 ตอ 8   โดยเติมสารละลาย BSA และแอนติบอดีท่ีเตรียมลงในจานชนิด 96 หลุม หลุม
ละ 25 ไมโครลิตร แลวเติมสารละลาย A และ B  (ขอท่ี 8 ในภาคผนวก ข) โดยเจือจางสารละลาย A 
ตอสารละลาย B เทากับ 50:1 แลวเติมลงในหลุมขางตนท่ีมีสารละลาย BSA และแอนติบอดีอยู
ปริมาตร 200 ไมโครลิตร หลังจากนั้นนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 30 นาที  แลว
บมท่ีอุณหภูมิหองจนสารละลายในจาน มีอุณหภูมิเทาอุณหภูมิหอง  นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 
562 นาโนเมตร ดวย microtiterplate reader 

 
3.4.5.4 การหาปริมาณแอนติบอดีโดยการทํา ELISA 

 
  นําโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีทําใหบริสุทธ์ิแลวเจือจางใหมีปริมาณโปรตีนเขมขน 
0-0.75 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ทําปฏิกริิยากับแอนติเจนโดยวิธี indirect ELISA (3.4.2.3) สรางกราฟ
มาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของแอนติบอดีกับคาการดูดกลืนแสงท่ี 492 นาโน
เมตร (รูปท่ี ก 21  ภาคผนวกท่ี ก) หาปริมาณแอนติบอดีในอาหารที่ไดจากการเล้ียงเซลลไฮบริโดมา 
โดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานท่ีได   
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3.4.6 การทดสอบความบริสุทธ์ิของโมโนโคลนอลแอนติบอดี  
 

 SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamide Gel Electrophoresis) เปนวิธีหนึ่ งท่ีนิยมใชในการ
ทดสอบความบริสุทธ์ิของโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังทําใหบริสุทธ์ิ ซ่ึงมีหลักการคือ ใชสนามไฟ
ฟาแยกโปรตีนผาน poly-acrylamide ซ่ึงมีรูพรุนขนาดตางๆ กัน เปนผลใหเกิด sieving properties โดย
แอนติบอดีจะทําปฏิกิริยากับ 2-Mecaptoethanol (2-ME) ทําให  พันธะไดซัลไฟด แตกออกและ
โปรตีน ถูกทําใหมีประจุเปนลบโดย SDS ทําใหโปรตีนท่ีมีขนาดตางกัน จะนํา gel มายอมสีหาแถบ
โปรตีน เม่ือทําเทียบกับโปรตีนท่ีรูขนาด แนนอน จะทําใหทราบน้ําหนักโมเลกุลของ unknown ได (คู
มือปฏิบัติการภูมิคุมกันวิทยา 322 หนา 49-53) 

การเตรียมเจล เตรียม 10% separating gel (ขอท่ี 10 ภาคผนวกท่ี ข)ดวย MiniproteanII Dual 
Slab Cell (Bio-Rad, U.S.A.) โดยมีความกวางไมตํ่ ากวา 5 เซนติเมตร ยาว 8 เซนติเมตรและหนา 
0.75 เซนติเมตร เติมน้ําสเตอไรต ขางละ 100 ไมโครลิตร ตั้งท้ิงไวเพื่อให  separating gel เกิด 
polymerization อยางสมบูรณ เม่ือเจลแข็งตัวแลวเท 5% stacking gel ท่ีดานบนของ separating gel 
ตั้งท้ิงไวให stacking gelเกิด polymerization อยางนอย 30 นาที โดยจะเตรียมเจล 2 แผน แผนแรก
ใชสําหรับยอมดวย Coomassie blue  อีกแผนใชสําหรับนําไปทํา Western blot  

การแยกแอนติบอดีโดย นําชุดของเจลท่ี เตรียมไดไปใสใน electrophoresis chamber ท่ี มี 
electrode buffer ท้ังสวนบนและลางของ chamber  นําตัวอยางแอนติบอดีกอนทําใหบริสุทธ์ิและหลังทํา
ใหบริสุทธ์ิ มีปริมาณโปรตีนรวมหลุมละ 5 ไมโครกรัม มาเติม Loading dye  ท่ีมีเปอรเซ็นต 10 ของ 
beta-mercaptoethanal  ในอัตราสวนตัวอยางตอ Loading dye (1:1) นําไปตมท่ี 99 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 5 นาที ดวยเคร่ือง thermo mixer compact  ( บริษัท eppendorf  ) สวนหลุมของ marker มีปริมาณ 2.5 
ไมโครลิตร จากนั้นนํ าชุดของเจลไปใสในelectrophoresis chamber ท่ีมี electrode buffer ท้ังสวนบนและ
ลางของ chamber เร่ิมการแยกโปรตีนโดยใหกระแสไฟฟาท่ีมีความตางศักยคงท่ีท่ี 100 V เปนเวลา 90  
นาที จนแถบสีของ 1xloading dye เคล่ือนไปจนเกือบถึงปลายเจลจึงหยุดใหกระแสไฟฟา นําเจลท่ีไดไป
ยอมสีดวย Coomassie blue เปนเวลา 15 นาที และลางดวยสารละลาย destrain (ขอท่ี 10.5 ภาคผนวกท่ี ข ) 

การทํา Western transfer  โดยการ transfer โปรตีนจากแผนเจลท่ีผานการแยกโปรตีนโดย 
SDS-PAGE ไปยังแผน membrane (PVDF membrane) ดวยเคร่ือง SCAidry transfer โดยจัดวางแผน
เจลและอุปกรณตาง ๆ ดังรูปท่ี 3.1 ท้ังแผน membrane และกระดาษกรองตองชุมดวย transfer buffer 
จากนั้นใหกระแสไฟฟาเขาไปโดยใหมีคากระแสไฟฟาคงท่ีท่ี 62 แอมแปรเปนเวลา 90 นาที โปรตีน
บนแผนเจลจะถูก transfer ไปอยูบนแผน membrane  
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รูปท่ี 3.1    แสดงการจัดวางแผนเจล  แผน membrane และกระดาษกรอง ในข้ันตอนการ transfer 
แถบโปรตีนจากแผนเจลไปยังแผน membrane ดวยเคร่ือง SCAI-DRY TRANSFER CELL   (BIO-RAD)  

 
การตรวจหาโปรตีนโดยใชหลักการ immunoblotting หลังจากการทําโปรตีน transfer แลว ทํา

การตรวจหาโปรตีนดวยวิธี immunoblotting โดยนําแผน membrane ไปแชในสารละลาย blocking 
solution เขยาเปนเวลา 5 นาที 2 คร้ังท่ีอุณหภูมิหอง แลวนํ าไปบม กับ anti-mouse IgG ท่ีติดฉลากดวย
เอนไซม HRP ซ่ึงเปนแบบ linked whole antibody  ซ่ึงเจือจาง 1:10,000 ใน PBS buffer pH 7.4 ท่ีมี 3 
เปอรเซนตของนมพรองมันเนย ท้ิงไวขามคืน จากนั้นลาง  membrane  ดวย PBS-T buffer 5 คร้ัง  คร้ัง
ละ 5 นาที  2 คร้ัง และ 15 นาที 3 คร้ัง พรอมเขยา เติม ECL chemiluminescent substrate (Amersham 
GE) ลงไปบนแผน membrane ประมาณ 30 วินาที และตรวจสัญญาณโดยใชแผนฟลม X-ray 
 

3.4.7 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังทําใหบริสุทธ์ิ 
 
     นําโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีทําใหบริสุทธ์ิ แลวมาทดสอบความไว ดวยวิธี Indirect 
competitive  ELISA ตามข้ันตอนในขอ 3.4.4.4 ก. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ข้ัวบวก 
กระดาษกรอง 3 แผน 

แผนเจล 
แผน  membrane 

ข้ัวลบ 
กระดาษกรอง 3 แผน 
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บทที่  4 

ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 
 

4.1 การเตรียมแอนติเจนเพื่อใชในการฉีดกระตุนสัตวทดลอง 
 
 เนื่องจากสาร AMOZ ซ่ึงเปนสารเมแทบอไลตของ ฟูรัลทาโดน ในกลุมไนโตรฟูแรน ซ่ึงมี
โมเลกุลขนาดเล็ก ท่ีเรียกวา แฮปเทน (Hapten) จึงไมสามารถกระตุนระบบภูมิคุมกันของหนูใหสราง
แอนติบอดีตอสาร AMOZ ได ดังนั้นจึงตองเช่ือมสาร AMOZ กับโปรตีนท่ีมีขนาดใหญกอนนําไปใช
ในการฉีดกระตุนหนูทดลอง แตเนื่องจากสาร AMOZ มีโครงสรางท่ีไมพรอมจับกับโครงสรางของ
โปรตีนดังนั้นจึงตองเปล่ียนแปลงอนุพันธุของสาร AMOZ ใหมีโครงสรางพรอมท่ีจะติดกับโปรตีน
กอนดังวิธีการตอไปนี้  
 

4.1.1 เปล่ียนแปลงอนุพันธุของสาร AMOZ  ใหเปนสาร CPAMOZ 
 

  ผลของการเปล่ียนแปลงอนุพันธุของสาร AMOZ  ท่ีมีน้ําหนักโมเลกุล 201.22 กรัมตอโมล
ใหเปนสาร CPAMOZโดยใชสาร 3-carboxybenzaldehyde (CBA) เปนตัวเพิ่มหมูคารบอกซิล 
(-COOH) ใหแกสาร AMOZ ตรงบริเวณหมูเอมีน (NH2) ไดเปนสาร CPAMOZ ท่ีมีน้ําหนักโมเลกุล 
333.33 กรัมตอโมล พรอมกับปลดปลอยน้ําออกมา 1 โมเลกุล ดังแสดงในรูปท่ี  4.1   

 HOOC CHO    +        

N O

ON

H2N
O

 

  3-carboxybenzaldehyde (CBA)                 3-amino-5-morpholinomethyl-2-oxazolidone (AMOZ) 
           

                   

O

HOOC N O

ON

NHC

   +     
H2O

 

3-{[(3-carboxyphenyl)methylene]amino}-5-morpholinomethyl-2-oxazolidone (CPAMOZ) 
 
รูปท่ี 4.1    แผนภูมิการเปล่ียนแปลงอนุพันธุของสาร AMOZ เปน CPAMOZ  
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 จากการนํายาต้ังตน และสารผลิตภัณฑท่ีไดจากปฏิกิริยามาทดสอบดวยวิธี Thin-layer 
chromatography ผลปรากฏ  ดังรูปท่ี 4.2 จากการดูโครมาโทแกรมภายใตแสงอุลตราไวโอเลตท่ี
ความยาวคล่ืน 254 นาโนเมตร พบวาจะเห็นแถบของสาร Pyridine (เปนสารตัวกลางชวยทําใหเกิด
ปฏิกิริยา) ในชองท่ี 1 ซ่ึงมีคา Rf อยูท่ี 0.78 สําหรับในชองท่ี 2 จะแสดงใหเห็นแถบของสาร CBA มี
คา Rf เทากับ 0.18   สําหรับชองท่ี 4 และ 5 แสดงแถบของสารผสมตัวอยางกอนทําการ Reflux และ
สารผสมตัวอยางหลังทําการ Reflux  ตามลําดับ และชองท่ี 6 เปนแถบของสารผสมตัวอยางหลังทํา
ปฏิกิริยาและดึง pyridine ออกจากระบบแลว (โดยใชไนโตรเจนดึงออก) ซ่ึงสาร CPAMOZ ท่ีไดจะ
มีคา Rf  อยูท่ี 0.075 สวน AMOZ ในชองท่ี 3 นั้นจะไมสามารถมองเห็นได ดังนั้นจึงตองทําการยอม
แผนซิลิกาดวยสารละลายนินไฮดริน (ดังแสดงในรูปท่ี 4.2.2 ) 
 

  
   4.2.1               4.2.2 
 รูปท่ี 4.2  แสดงแผนทินเลเยอรโครมาโทกราฟฟท่ีแสดงผลของการเปล่ียนแปลงอนุพันธุของ 
AMOZ เปน CPAMOZ  4.2.1) เม่ือดูดวยแสงยูวีท่ี 254 นาโนเมตร 4.2.2 ) ยอมดวยสารละลาย นินไฮดริน 
 พบวาจะเห็นแถบของสาร AMOZ กอนทําปฏิกิริยาในชองท่ี 3 และท่ีเหลือจากการทํา
ปฏิกิริยาในชองท่ี 4-6  ซ่ึง มีคา Rf  เปน 0.23  ดังนั้นจึงสรุปไดวาเม่ือทําการเปรียบเทียบผลการแยก
สารดวยวิธี TLC ของสารผสมตัวอยางในชองท่ี 4 , 5 และ 6  กับยาตั้งตน ในชองท่ี 1, 2  และ 3  พบ
วามีสารผลิตภัณฑเกิดข้ึนโดยมีคา Rf เทากับ 0.075  ซ่ึงคาดวาจะเปน  CPAMOZ  และพบสารท่ีคา 
Rf  เทากับ  0.23  ซ่ึงตรงกับคา Rf ของยาตั้งตน  (ชองท่ี 1-3 ) กอนการทําปฏิกิริยา 
 หลังจากนั้นยืนยันผลการเปล่ียนอนุพันธุสาร AMOZ เปน CPAMOZ ดวยการหานํ้าหนัก
โมเลกุลของสารท่ีเตรียมไดดวยเทคนิค MALDI-TOF  MS ดังรูป 4.3  

1   2    3   4    5    6       1   2    3   4    5    6 

Lane             
1 =  Pyridine           
2 =  CBA              
3 =  AMOZ                                                  
4 = สารผสมตัวอยางกอนทําการ Reflux   
5 = สารผสมตัวอยางหลังทําการ Reflux                              
6 = สารผสมตัวอยางหลังทําปฏิกิริยาและดึง  
       pyridine ออก   

  UV 254 นาโนเมตร  ninhydrin staining 
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 รูปท่ี 4.3  โครมาโทแกรมท่ีไดจากการหาน้ําหนักโมเลกุล ของสาร CPAMOZ ดวยวิธี  
MALDI-TOF MS  
   
  จากการทดลองวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของสารผลิตภัณฑท่ีไดจากการเตรียมอนุพันธุ 
CPAMOZ ดวยวิธี MALDI-TOF MS พบวา สารท่ีไดมีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 335.24 กรัมตอโมล ซ่ึงใกล
เคียงกับน้ําหนักโมเลกุลที่ไดจากการคํานวณซ่ึงมีคา เทากับ 333.33  กรัมตอโมล  ดังนั้น จึงเปนการยืนยัน
วาสารผลิตภัณฑ คือ CPAMOZ      
 

4.1.2 การเตรียมโปรตีนพาหะ BSA ใหเปน cationized BSA (cBSA ) หรือ Super 
carrier protein 

  เนื่องจาก cBSA เตรียมไดจากโปรตีน BSA ทําปฏิกิริยากับ EDA โดยมี EDC เปน
สารตัวกลางใหเกิดปฏิกิริยาโดยจะทําใหโปรตีน BSA มีหมูเอมีนเพ่ิมข้ึนซ่ึงจะเปนการเพิ่มตําแหนง
การเช่ือมตอกับสาร CPAMOZ ใหไดมากข้ึน 
  เม่ือทําการเพิ่มหมูเอมีนใหกับโปรตีนพาหะ BSA ใหเปน cBSA แลวนําไปวัด
ปริมาณโปรตีนโดยวิธี Lowry เพ่ือหาความเขมขนโปรตีนสําหรับใชในการนําไปเช่ือมติดกับแฮป
เทน CPAMOZ ตอไป โดยนําคาการดูดกลืนแสงท่ี 750 นาโนเมตรท่ีความเจือจางตางๆ เทียบกับคา

335.2459
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ดูดกลืนแสงท่ีไดจากกราฟมาตรฐาน BSA ท่ีความเขมขนตางๆ (กราฟมาตรฐาน BSA แสดงดังตา
รางท่ี ก.1 และรูปท่ี ก.1ในภาคผนวก ก) ผลการทดลองแสดง ดังตารางท่ี  4.1 
 
 ตารางท่ี 4.1  ผลของคาความเขมขนของโปรตีนพาหะ cBSA ท่ีเตรียมได 
 

ความเจือจาง 
โปรตีนพาหะ cBSA 

คาการดูดกลืนแสงท่ี 
750 นาโนเมตร 

ความเขมขน 
โปรตีนพาหะ cBSA 

(มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 

1 : 2 0.645 0.678 

1 : 4 0.372 0.782 

1 : 8 0.195 0.821 

ปริมาณโปรตีนเฉล่ีย 0.761 

 
  จากผลการทดลอง พบวา โปรตีน cBSA ท่ีเตรียมไดท่ีความเจือจาง 1:2 , 1:4 และ 1:8 มี
คาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 750 นาโนเมตร เทากับ 0.645, 0.372 และ 0.195 ตามลําดับ เม่ือเทียบ
กับกราฟมาตรฐาน BSA และคํานวณเปนปริมาณโปรตีน cBSA ไดเทากับ 0.678, 0.782 และ 0.821 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ คิดเปนปริมาณโปรตีนเฉล่ียไดเทากับ 0.761 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
  นําไปหาโมเลกุลของหมูเอมีนท่ีเพิ่มข้ึนในการเตรียม cBSA  ดวยวิธี TNBSA ซ่ึง
หลักการของวิธี TNBSA คือ สาร TNBS จะไปจับกับหมูเอมีนอิสระแลวเกิดปฏิกิริยาการเปล่ียนแปลง
สีเปนสีสมสามารถวัดคาดูดกลืนแสงไดท่ี 335 นาโนเมตร  ผลการทดสอบการเพ่ิมหมูเอมีนบน
โมเลกุล cBSAแสดงดังตารางท่ี 4.2 
 ตารางท่ี 4.2  ผลทดสอบการเพ่ิมหมูเอมีนในโมเลกุลของโปรตีน BSA 
 

ความเขมขนโปรตีน 
(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

คาการดูดกลืนแสง  
โปรตีน BSA ท่ี  
335 นาโนเมตร 

คาการดูดกลืนแสง  
โปรตีน cBSA ท่ี  
335 นาโนเมตร 

คาเปอรเซ็นต 
หมูเอมีนท่ีเพิ่มข้ึน

ของ cBSA 

500 0.648 0.846 30.53 

200 0.292 0.388 32.68 

คาเปอรเซ็นตเฉล่ียของหมูเอมีนท่ีเพิ่มข้ึน 31.60 
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  จากผลการทดลองพบวาโปรตีนมาตรฐาน BSA ท่ีความเขมขน  200 และ 500 ไมโครกรัม
ตอมิลลิลิตร มีคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 335 นาโนเมตร เทากับ 0.292 และ 0.648 ตามลําดับ เทียบ
กับโปรตีน cBSA ท่ีเตรียมไดใหคาการดูดกลืนแสงเทากับ 0.388 และ 0.846 ท่ีความเขมขนโปรตีนท่ีเทากัน
ตามลําดับ คิดเปนคาเปอรเซ็นตของหมูเอมีนท่ีเพิ่มข้ึนเปน 32.68 และ 30.53 % ตามลําดับ และคิดเปนคา
เฉล่ียไดเทากับ 31.60 %  
 
  ผลการหาน้ําหนักโมเลกุลและโมเลกุลของหมูเอมีนท่ีเพิ่มข้ึนในการเตรียม cBSA 
ดวยเทคนิค MALDI-TOF MS แสดงในรูปท่ี 4.4 
            BSA        cBSA 

 
(4.4.1)     (4.4.2) 

รูปท่ี 4.4  โครมาโทแกรมท่ีไดจากการวิเคราะหดวย MALDI-TOF MS ของโปรตีน BSA (รูป 4.4.1) 
และcBSA (รูป 4.4.2) 
  จากโครมาโทแกรมที่ไดจากเทคนิค MALDI-TOF MS ผลการวิเคราะหพบวา น้ํา
หนักโมเลกุลของโปรตีน BSA มีคาเทากับ 67,020.67 ดาลตัน และน้ําหนักโมเลกุลของ cBSA ท่ี
เตรียมไดเทากับ 67,268.23  ดาลตัน ดังนั้นจึงสามารถคิดเปนอัตราสวนโมเลกุลของหมูเอมีนท่ีเพิ่ม
ข้ึนของโปรตีน BSA  1 โมเลกุล เทากับ 15  โมเลกุล 
 
 4.1.3   การเชื่อมติด  CPAMOZ กับ cBSA เพื่อใหได CPAMOZ-cBSA 
  เตรียมสารท่ีจะใชฉีดกระตุนระบบภูมิคุมกันโดยทําการเชื่อมตอสาร CPAMOZ กับ
โปรตีนพาหะ cBSA  นําไปวัดปริมาณโปรตีนพาหะท่ีสามารถเช่ือมติดกับ แอนติเจนดวย วิธี Lowry ดัง
แสดงผลในตารางท่ี 4.3 
 

67,020.627 67,268.23
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 ตารางท่ี 4.3   คาความเขมขนโปรตีนของแอนติเจน CPAMOZ-cBSA  สําหรับใชในการฉีด
         กระตุนหนูทดลอง 
 

ความเจือจาง 
CPAMOZ-cBSA 

คาการดูดกลืนแสงท่ี 
750 นาโนเมตร 

ความเขมขน 
โปรตีนCPAMOZ- cBSA 

(มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 

- 0.432 0.227 

1 : 2 0.229 0.241 

ปริมาณโปรตีนเฉล่ีย 0.234 

ปริมาณโปรตีนท้ังหมด = 1.78 มิลลิกรัม 

   
  จากผลการวัดปริมาณโปรตีนของแอนติเจน CPAMOZ-cBSA ท่ีเตรียมไดพบวาท่ี
แอนติเจนท่ีไมไดเจือจาง  และ เจือจาง 1:2  ใหคาการดูดกลืนแสงท่ี 750 นาโนเมตร เทากับ 0.432 
และ 0.229 ตามลําดับ เม่ือเทียบกับกราฟมาตรฐาน BSA (กราฟมาตรฐาน BSA แสดงดังตารางท่ี ก.2 
และรูปท่ี ก.2 ในภาคผนวก ก) และคํานวณเปนปริมาณโปรตีนของแอนติเจน CPAMOZ-cBSA ได
เทากับ 0.227 และ 0.241 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ คิดเปนปริมาณโปรตีนเฉล่ียเทากับ 0.234 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และคิดเปนปริมาณโปรตีนท้ังหมดเทากับ 1.78 มิลลิกรัม 
 
  การวัดหมูเอมีนอิสระของโปรตีนท่ีใชติดดวยวิธี TNBS  เพื่อนําไปคํานวณคาปริมาณ
การเชื่อมติดระหวาง แอนติเจนกับโปรตีนพาหะ ซ่ึงผลที่ไดดังตารางท่ี 4.4 
ตารางท่ี 4.4   คาเปอรเซ็นตของการเช่ือมติดระหวาง  CPAMOZ  กับโปรตีน cBSA  
 

ความเขมขน 
โปรตีนมาตรฐาน BSA 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

คาการดูดกลืนแสง  
โปรตีน BSA ท่ี  
335 นาโนเมตร 

คาการดูดกลืนแสง  
โปรตีน cBSA ท่ี  
335 นาโนเมตร 

คาการดูดกลืนแสง  
CPAMOZ-cBSA 
ท่ี 335 นาโนเมตร 

คาเปอรเซ็นต 
การเช่ือมติด 

200 0.292 0.388 0.061 84.20 

125 0.195 0.235 0.040 83.07 

คาเฉล่ืยเปอรเซ็นตการเชื่อมติดแอนติเจน CPAMOZ-cBSA 83.63 

  
  จากผลการทดลองพบวาโปรตีน cBSA ท่ีเตรียมไดความเขมขน  125 และ 200 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร มีคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 335 นาโนเมตร เทากับ  0.388 และ 0.235 



                                                                                                
                                                                                             

 

50 

 

ท่ีความเขมขนโปรตีนท่ีเทากันกับโปรตีน cBSA ของ แอนติเจน CPAMOZ-cBSA ใหคาการดูดกลืน
แสงเทากับ 0.061 และ 0.040 ตามลําดับ คิดเปนคาเปอรเซ็นตของการเช่ือมติดระหวาง CPAMOZ กับ 
cBSA เปน 84.20 และ 83.07 ตามลําดับ และคิดเปนคาเฉล่ียไดเทากับ 83.63 เปอรเซ็นต  
 
  หาน้ําหนักโมเลกุลและโมเลกุลของสาร CPAMOZ ท่ีเช่ือมติดกับโปรตีน cBSA 
ดวย MALDI-TOF MS ดังแสดงในรูปท่ี 4.5 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 รูปท่ี 4.5  โครมาโทแกรมท่ีไดจากการวิเคราะหดวย MALDI-TOF MS ของแอนติเจน CPAMOZ-cBSA   
 
  จากโครมาโทแกรมท่ีไดจากการวิเคราะหดวย MALDI-TOF MS พบวา น้ําหนัก
โมเลกุลของ cBSA มีคาเทากับ  67,268.23  ดาลตัน และนํ้าหนักโมเลกุลแอนติเจน CPAMOZ-
cBSA ท่ีเตรียมได มีคาเทากับ 76,407.08  ดาลตัน ดังนั้นจึงสามารถคิดเปนอัตราสวนโมเลกุลของ 
CPAMOZ ท่ีติดกับโปรตีน cBSA  1 โมเลกุล เทากับ 27 โมเลกุล 
 
4.2 การเตรียมแอนติเจนสําหรับใชในการทํา Screening test   
 
 ในการทํา Screening test เพ่ือคัดกรองโคลนท่ีผลิตแอนติบอดีท่ีตองการจะใช CPAMOZ ท่ี
เช่ือมตอกับ OVA แทนการใช CPAMOZ ท่ีเช่ือมตอกับ BSA หรือ cBSA เพื่อลดการเกิดผลบวกท่ีเปน
เท็จ ท่ีเกิดเนื่องจากการจับกันของแอนติบอดี และโปรตีนพาหะ BSA  หรือ cBSA โดยในการเช่ือม 

76,407.08
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CPAMOZ  กับ OVA จะใช EDA เปนตัวชวยในการเช่ือมติด ซ่ึงหลังจากปฏิกิริยา เช่ือมตอไดทําการ
วัดปริมาณ OVA ผลปรากฎดังตารางท่ี 4.5 
 
ตารางที่ 4.5  คาความเขมขนของโปรตีนแอนติเจน CPAMOZ-OVA ท่ีเตรียมสําหรับใชในการทํา 
       Screening test 
 

ความเจือจาง 
CPAMOZ-OVA 

คาการดูดกลืนแสงท่ี 
750 นาโนเมตร 

ความเขมขน 
โปรตีนCPAMOZ- cBSA 

(มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 

1 : 20 0.839 7.994 

1 : 50 0.461 7.683 

ปริมาณโปรตีนเฉล่ีย 7.838 

 
 จากผลการวัดปริมาณโปรตีนของแอนติเจน CPAMOZ-OVA ท่ีเตรียมไดพบวาท่ีแอนติเจนท่ี
เจือจางท่ี 1:20 และ 1:50  พบวาใหคาการดูดกลืนแสงท่ี 750 นาโนเมตร เทากับ 0.839 และ 0.461ตาม
ลําดับ เม่ือเทียบกับกราฟมาตรฐาน OVA (กราฟมาตรฐาน OVA แสดงดังตารางท่ี ก.7 และรูปท่ี ก.3 ใน
ภาคผนวก ก) และคํานวณเปนปริมาณโปรตีนของแอนติเจน CPAMOZ-OVA ไดเทากับ 7.994 และ 
7.683 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ คิดเปนปริมาณโปรตีนเฉล่ียเทากับ 7.838 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  
 การวัดคาเปอรเซ็นตการเช่ือมติด และจํานวนโมเลกุลของสาร CPAMOZ ท่ีติดกับโปรตีน 
OVA ไดผลดังตารางท่ี 4.6 
 
                  ตารางท่ี 4.6  คาเปอรเซ็นตของการเช่ือมติดระหวาง  CPAMOZ  กับโปรตีน OVA 
 

ความเขมขน 
โปรตีนมาตรฐาน OVA 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

คาการดูดกลืนแสง  
โปรตีน OVA ท่ี  
335 นาโนเมตร 

คาการดูดกลืนแสง  
CPAMOZ- OVA 
ท่ี 335 นาโนเมตร 

คาเปอรเซ็นต 
การเช่ือมติด 

1000 0.709 0.617 12.96 

500 0.500 0.403 19.35 

คาเฉล่ืยเปอรเซ็นตการเชื่อมติดแอนติเจน CPAMOZ- OVA 16.20 
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 จากตารางพบวาแอนติเจน CPAMOZ-OVA ท่ีเตรียมไดท่ีความเขมขนโปรตีน 500 และ 1000 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ใหคาดูดกลืนแสงท่ี 335 นาโนเมตร ท่ีไดจากวัดหมูเอมีนอิสระท่ีเหลือจากการ
เช่ือมติดสาร CPAMOZ กับโปรตีน OVA ท่ีวัดไดจากวิธี TNBSA นั้นจะใหคาดูดกลืนแสงเปน 0.403  
และ 0.617 ตามลําดับ ซ่ึงสามารถคิดเปนคาเปอรเซ็นตของการเช่ือมติดเปน 19.35 และ 12.96 ตาม
ลําดับ โดยจะคิดเปนคาเฉล่ียเปอรเซ็นตการเช่ือมติดเปน 16.20 เปอรเซ็นต 
  นํามาหาน้ําหนักโมเลกุลและโมเลกุลของสาร CPAMOZ ท่ีเช่ือมติดกับโปรตีน 
OVA ดวย  MALDI-TOF MS ดังผลแสดงในรูป 4.6 

 
             OVA         CPAMOZ-OVA 

 
          (4.6.1)     (4.6.2) 

รูปท่ี 4.6  โครมาโทแกรมท่ีไดจากการวิเคราะหดวย MALDI-TOF MS ของโปรตีน OVA (รูป 
4.6.1) และแอนติเจน CPAMOZ-OVA  (รูป 4.6.2) 
 
  จากโครมาโทแกรมท่ีไดจากเทคนิค MALDI-TOF MS ผลการวิเคราะหพบวา น้ํา
หนักโมเลกุลของ OVA มีคาเทากับ 44,757.791 ดาลตัน และนํ้าหนักโมเลกุลแอนติเจน CPAMOZ- 
OVA ท่ีเตรียมได มีคาเทากับ 45,221.808 ดาลตัน ดังนั้นจึงสามารถคิดเปนอัตราสวนโมเลกุลของ 
CPAMOZ ท่ีติดกับโปรตีน OVA  1 โมเลกุล เทากับ 1.4 โมเลกุล 
 
  จากการเช่ือมสาร CPAMOZ  และ AMOZ กับโปรตีนพาหะ cBSA  BSA  และ OVA 
โดยใชสาร EDC และ NHS เปนสารชวยใหเช่ือมติด และนําแอนติเจนท่ีเตรียมไดมาหาปริมาณโปรตีน
และเปอรเซ็นตการติดดวยวิธี TNBS และหาน้ําหนักโมเลกุลของสารดวยวิธี MALDI-TOF MS 
สามารถสรุปผลไดดังตารางท่ี 4.7 
   

44,757.791

45,221.808
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ตารางท่ี 4.7  สรุปปริมาณโปรตีนของแอนติเจนท่ีเตรียมและอัตราสวนโมเลกุลการติดแฮปเทนกับ
โปรตีนของแอนติเจนชนิดตางๆท่ีเตรียมได 

 
การเช่ือมติดแฮปเทนกับโปรตีนพาหะ      แอนติเจน  สารท่ีใช 

Conjugate 
    ปริมาณโปรตีน 
(มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) วิธี TNBSA 

      (%) 
     MALDI-TOF MS 
นํ้าหนักโมเลกุล (กรัมตอโมล) 

 อัตราสวนการติด 
แฮปเทน :โปรตีน 

        cBSA EDC                       3.630         77.58                       67,268.230          15 :1 
CPAMOZ-cBSA EDC,NHS                       0.234         83.63                       76,407.080          27 :1 
CPAMOZ-OVA EDC                       7.838         19.00                       45,221.808         1.4 :1 
CPAMOZ-BSA EDC                       7.898           9.00 -         2.4 :1 
AMOZ-OVA EDC                       0.761         39.76 - - 
หมายเหตุ  สัญลักษณ ( - )  คือ ไมมีการสงตรวจหาน้ําหนักโมเลกุลเนื่องจากสามารถทดสอบไดดวย
            วิธี ELISA 
 
 จากตารางท่ี 4.7 สามารถสรุปไดวา ในการเช่ือมสาร CPAMOZ  กับโปรตีนพาหะ cBSA 
จะใหคาเปอรเซ็นตและอัตราการเช่ือมติดท่ีสูงกวาโปรตีนพาหะ BSA  และ OVA อาจมีผลมาจาก
โปรตีน cBSA มีหมูเอมีนท่ีเพิ่มข้ึนชวยเพิ่มโอกาสใหสาร CPAMOZ มาจับไดมากข้ึน 
 
4.3 การกระตุนระบบภูมิคุมกันของหนูใหสรางแอนติบอดีตอสาร CPAMOZ  
 
 จากการฉีดกระตุนหนูทดลองท้ังหมด 5 ตัว ดวยแอนติเจน CPAMOZ-cBSA เพื่อใหหนูสราง
แอนติบอดีตอสาร CPAMOZ ซ่ึงแอนติบอดีท่ีผลิตออกมานั้นเปนชนิดพอลิโคลนอลแอนติบอดีตอ
สาร CPAMOZ โดยนําซีรัมของหนูท่ีไดรับการฉีดกระตุนดวยแอนติเจนดังกลาวมาใชในการหาระดับ
แอนติบอดีกอนทําการหลอมรวมเซลลเพื่อผลิตเซลลไฮบริโดมาตอไป  

4.3.1 การหาระดับแอนติบอดีของซีรัมหนูทดลองท่ีฉีดกระตุน 
  จากการทดสอบหาระดับแอนติบอดี โดยทดสอบดวยเทคนิค indirect ELISA จะ
ใช 3 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ของ CPAMOZ-OVA เปนแอนติเจนสําหรับเคลือบจานทดสอบ
ELISA 96 หลุม จะใหคาการดูดกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตร ดังผลแสดงดังตารางท่ี 4.8 
 
 
 
 



                                                                                                
                                                                                             

 

54 

 

ตารางท่ี 4.8  ระดับแอนติบอดี (antibody titer) จากซีรัมของหนูทดลองท่ีฉีดกระตุนดวย CPAMOZ-
cBSAท่ีระดับความเจือจางของซีรัมท่ีระดับตางๆ 

 
คาดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร ของซีรัมหนูทดลอง 

       หนูตัวที่ 1      หนูตัวที่ 2       หนูตัวที่ 3      หนูตัวที่ 4      หนูตัวที่ 5 

 ความเจือจาง 

   ซีรัมหนู 
กอนกระตุน  
     
 ตัวควบคุมลบ 

  PBS 1 %BSA 
 ใน PBS 

  PBS 1 %BSA 
 ใน PBS 

  PBS 1 %BSA 
 ใน PBS 

  PBS 1 %BSA 
 ใน PBS 

  PBS 1 %BSA 
 ใน PBS 

        1:500 0.136  2.654     2.585  2.060     1.989   2.273     2.345   2.090     2.034   2.694     2.602 

      1:1000 0.117  2.653     2.638  1.239     1.494   2.112     2.112   1.592     1.362   2.701     2.390 

      1:2000 0.092  1.929     2.044  0.776     0.965   1.752     1.953   1.391     1.085   2.434     2.382 

      1:4000 0.131  1.313     1.673  0.450     0.756   1.654     1.789   1.106     0.874   2.145     1.907 

      1:8000 0.171  0.840     1.036  0.314     0.445   1.276     1.470   0.753     0.662   1.362     1.527 

    1:16000 0.141  0.509     0.767  0.255     0.318   0.956     1.268   0.645     0.539   0.847     0.908 

    1:32000 0.138  0.314     0.445      -        -   0.750     0.915   0.437     0.367   0.491     0.667 

    1:64000 0.088  0.255     0.318      -        -   0.498     0.544   0.339     0.266   0.347     0.703 

  1:128000 0.136      -        -      -         -   0.347     0.396      -        -   0.281     0.334 

 
  พบวาหนูทดลองตัวท่ี 1,  2, 3,  4  และ 5 ใหระดับแอนติบอดี (antibody titer) ท่ี
ระดับความเจือจางตํ่าสุดท่ีใหคาการดูดกลืนแสงเปน 2  เทาของคาดูดกลืนแสงของตัวควบคุมลบ อยู
ท่ีระดับความเจือจาง 1:64000,  1:16000,  1:128000,  1:64000 และ 1:128000 ตามลําดับ ซ่ึงสามารถ
แสดงกราฟของระดับแอนติบอดีของหนูทดลองทั้ง 5 ตัว เปรียบเทียบกับซีรัมของหนูทดลองกอน
ฉีดกระตุน (preimmuned serum) ดังรูปท่ี 4.7 
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รูปท่ี 4.7  ระดับแอนติบอดีของหนูทดลองท้ัง 5 ตัว ท่ีไดรับการฉีดกระตุนดวย CPAMOZ-cBSA 

 
 
 จากนั้นทําการทดสอบการทําปฏิกิริยาของแอนติบอดีในซีรัมหนูกับแอนติเจน 

CPAMOZ-OVA เปรียบเทียบกับ OVA  และ BSA ดวยวิธี indirect ELISA ดังแสดงใหเห็นดัง
รูปท่ี  4.8 
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  คร้ังท่ี 1                 คร้ังท่ี 2 

 
                          คร้ังท่ี 3                                                                     คร้ังท่ี 4     

 
           คร้ังท่ี 5 
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รูปท่ี 4.8  ผลการทดสอบระดับแอนติบอดี ดวยวิธี Indirect ELISA ของซีรัมหนูทดลองตัวท่ี 1-5 
กอนหลอมรวมเซลลคร้ัง 1-5 ตามลําดับ ท่ีความเจือจางตางๆ โดยใชสารเคลือบจาน 96 หลุม ดังนี้ 
          CPAMOZ-OVA,            BSA และ         OVA (ปริมาณ 3 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
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 จากผลการทดสอบระดับแอนติบอดีท่ีแสดงในรูปท่ี 4.8 แสดงใหเห็นวา ในซีรัมของ
หนูกอนหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 1 จะมีแอนติบอดีท่ีสามารถทําปฏิกิริยากับโปรตีน BSA ไดเพียงเล็กนอย 
สวนซีรัมกอนหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 2 นั้นจะมีแอนติบอดีท่ีสามารถทําปฏิกิริยากับโปรตีน BSA ไดสูง
กวา CPAMOZ-OVA สําหรับซีรัมกอนหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 3 และ 4 นั้นจะมีแอนติบอดีท่ีทําปฏิกิริยา
กับโปรตีน BSA แตนอยกวา CPAMOZ-OVA และซีรัมของหนูท่ีหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 5  เม่ือทดสอบ
ซีรัมในจาน 96 หลุมท่ีเคลือบดวย CPAMOZ-OVA  BSA และ OVA แสดงใหเห็นแนวโนมวาเซลลไฮบ
ริโดมา ท่ีไดนาจะสามารถผลิตแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอสาร CPAMOZ ได เนื่องจากทําปฏิกิริยากับ
แอนติเจน CPAMOZ-OVA ไดสูง และทํา ปฏิกิริยากับโปรตีน BSA ไดเล็กนอย และไมทําปฏิกิริยากับ
โปรตีน OVA (ตารางท่ี ก.4-8 ในภาคผนวก ก) หลังจากนั้นนําซีรัมของหนูทดลองกอนหลอมรวมเซลล
ท่ีไดไปทดสอบความจาํเพาะของแอนติบอดีท่ีผลิตไดกับสารอิสระท่ีตองการตรวจสอบตอไปโดยวิธี 
competitive ELISA 
 

4.3.2 การทดสอบความจําเพาะของแอนติบอดีตอ CPAMOZ ในซีรัม โดยวิธี Indirect 
competitive  ELISA 

  จากผลการหาระดับแอนติบอดีจากซีรัมหนูทดลองที่ไดรับการฉีดกระตุนแลวพบ
วาหนูทดลองใหระดับแอนติบอดีสูงเพียงพอท่ีจะทําการหลอมรวมเซลลเพื่อเตรียมเซลลไฮบริโดมา
ตอไปได ดังนั้นกอนหลอมรวมเซลลจะทําการทดสอบความจําเพาะของซีรัมหนูกับสาร CPAMOZ, 
NPAMOZ และ AMOZ ในรูปอิสระความเขมขน 1, 10 และ 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ดวย
เทคนิค Competitive ELISA โดยใชแอนติเจน CPAMOZ-OVA ปริมาณ 3 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
เคลือบบนจานทดสอบ ELISA 96 หลุม เพ่ือแสดงใหทราบวาหนูท่ีไดรับการฉีดกระตุนนั้นสราง
แอนติบอดีท่ีมีความจําเพาะกับสารท่ีอยูในรูปอิสระ ดงัแสดงในตารางท่ี  4.9 
  จากตารางท่ี 4.9 ผลท่ีไดจากการทดสอบความจําเพาะของซีรัมหนูทดลองท้ัง 5 ตัว 
กอนทําการหลอมรวมเซลล พบวาความเจือจางท่ีใหคาการดูดกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตร ประมาณ 1  
ของซีรัมของหนูตัวท่ี 1-5 เปน 1:8000, 1:2000, 1:8000, 1:4000  และ 1:8000 ตามลําดับ ซ่ึงใหคาดูดกลืน
แสงของซีรัมหนูท่ีไมไดเติมสารอิสระ เปน 0.840, 0.775, 1.276, 1.106 และ เม่ือเติมสารอิสระ CPAMOZ 
ในซีรัมของหนูทดลองตัวท่ี 1–3 พบวาท่ีความเขมขนของสารที่ 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จะสงผลให
คาการดูดกลืนแสงลดลงไป 50 เปอรเซ็นต จากคาดูดกลืนแสงของซีรัมหนูท่ีไมไดเติมสารอิสระ และ
เม่ือเพิ่มความเขมขนของสารอิสระ CPAMOZ เปน 10  และ 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร คาดูดกลืนแสง
ท่ีไดจะลดลงเทากับคาดูดกลืนแสงในหลุมท่ีไมไดเติมแอนติบอดีลงไป (black ground) แสดงใหเห็นวา 
แอนติบอดีท่ีไดจากซีรัมของหนูตัวท่ี 1-3 มีความจําเพาะตอสาร CPAMOZ ในรูปอิสระ สําหรับสาร 
AMOZ ท่ีเติมในซีรัมของหนูทดลองตัวท่ี 1-3 พบวาท่ีความเขมขนของสารที่ 1, 10  และ 100 ไมโครกรัม
ตอมิลลิลิตร ใหคาดูดกลืนแสงลดลง 30 เปอรเซ็นต เม่ือเปรียบเทียบกับคาดูดกลืนแสงของซีรัมหนูท่ีไม
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ไดเติมสารอิสระ แสดงใหเห็นวาแอนติบอดีบางสวนที่ไดจากซีรัมของหนูตัวท่ี 1-3 มีความจําเพาะตอ
สาร AMOZ ในรูปอิสระ สําหรับซีรัมของหนูทดลองตัวท่ี 4 และ 5 นั้นเม่ือเติมสารอิสระ CPAMOZ  
และ NPAMOZ ท่ีความเขมขน 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จะใหคาการดูดกลืนแสงลดลงไป 70 
เปอรเซ็นต  และเม่ือเพิ่มความเขมขนของสารอิสระดังกลาวเปน 10 และ 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จะ
สงผลใหคาดูดกลืนแสงท่ีไดจะลดลงเทากับคาดดูกลืนแสงของ black ground และเม่ือเติมสารอิสระ 
AMOZ ท่ีความเขมขน 1, 10  และ 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร พบวาท้ัง 3 ความเขมขน จะสงผลใหคา
การดูดกลืนแสงของซีรัมหนูตัวท่ี 4 และ 5 ลดลง 50 เปอรเซ็นต   แสดงใหเห็นวาแอนติบอดีท่ีไดจากหนู
ทดลองตัวท่ี 4 และ 5 นั้นมีความจําเพาะตอสารอิสระ CPAMOZ    NPAMOZ   และ AMOZ 

  
  สรุปไดวาเม่ือนําซีรัมหนูตัวท่ี 1-5 ท่ีความเจือจางท่ี 1:8000, 1:2000, 1:8000, 1:4000  และ 
1:8000  ตามลําดับ  มาตรวจสอบดูวาหนูมีแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอสาร CPAMOZ, NPAMOZ  และ AMOZ 
ในรูปอิสระหรือไม โดยใชความเขมขนของสารในรูปอิสระท่ี 1 , 10  และ 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ถา
หนูมีแอนติบอดีตอสารอิสระแอนติบอดีท่ีอยูในซีรัมจะทําปฏิกิริยากับ สารดังกลาวในรูปอิสระ ทําใหคา
ดูดกลืนแสงลดลงเม่ือเทียบกับซีรัมท่ีไมไดนําสารดังกลาวมาทําปฏิกิริยา จากผลการทดลองแสดงดัง รูปท่ี 
4.9 พบวา คาดูดกลืนแสงลดลงเม่ือความเขมขนของสาร CPAMOZ, NPAMOZ  และAMOZ  เพิ่มข้ึน แสดง
วา ในซีรัมของหนูตัวท่ี 1-5  มีแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอสารทั้ง  3 ในรูปอิสระจึงนํามามของหนูทดลองท้ัง 5 
ตัวมาทําการหลอมรวมเซลลตอไป
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  ตารางที่ 4.9  ผลการทดสอบความสามารถในการจับกับสารแอนติเจนอิสระของซีรัมจากหนูทดลองที่ไดรับการฉีดกระตุน 
  

คาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร 
เติมสารอิสระ CPAMOZ 
(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

เติมสารอิสระ NPAMOZ 
(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

เติมสารอิสระAMOZ 
(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

ซีรัมหนูทดลอง 
(ความเจือจาง) ไมเติม

สารอิสระ 
เติมสารอิสระ 
1 เปอรเซ็นต  

BSA 1 10 100 1 10 100 1 10 100 
หนูตัวที่1 
(1:8000) 

0.840 1.036 0.778 0.248 0.148 0.361 0.180 0.130 0.673 0.589 0.554 

หนูตัวที่2 
(1:2000) 

0.775 0.965 0.463 0.349 0.279 0.404 0.184 0.144 0.500 0.511 0.620 

หนูตัวที่3  
(1:4000) 

1.276 1.470 0.717 0.258 0.122 0.220 0.175 0.140 0.825 0.860 0.810 

หนูตัวที่4 
(1:4000) 

1.106 0.874 0.352 0.205 0.143 0.383 0.258 0.130 0.551 0.531 0.508 

หนูตัวที่5 
(1:8000) 

1.315 1.368 0.995 0.291 0.252 1.046 0.904 0.297 1.190 1.046 1.044 

*ตัวควบคุมลบ 0.195 - - - - - - - - - - 
 *ตัวควบคุมลบคือซีรัมของหนูกอนไดรับการกระตุน (preimmuned serum) เจือจาง1:2000 ใน PBS



                                                                                                
                                                                                             

 

60
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รูปท่ี 4.9 ผลการทดสอบหาความจําเพาะของแอนติบอดีตอ CPAMOZ, NPAMOZ  และ AMOZ  
ในซีรัมหนูทดลองตัวท่ี 1-5 กอนหลอมรวมเซลลคร้ัง 1-5 ตามลําดับดวยวิธี  Indirect  ELISA ดังนี้ 
         CPAMOZ ,         NPAMOZ กับ  AMOZ  
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4.4 ผลการหลอมรวมเซลลมามกับเซลลมัยอีโลมา 
 
  เม่ือฉีดกระตุนหนูทดลองท้ัง 5 ตัว ดวยแอนติเจน CPAMOZ-cBSA ท่ีมีประมาณ
โปรตีน 50 ไมโครกรัมตอคร้ัง โดยฉีดกระตุนหนูตัวท่ี 1 และ 2  ท้ังหมดจํานวน 5  คร้ัง  หนูตัวท่ี 3  
จํานวน 6 คร้ัง  สําหรับหนูตัวท่ี 4 ฉีดกระตุนท้ังหมด 5 คร้ัง โดย 3 คร้ังกระตุนดวยแอนติเจนท่ีมีปริมาณ
โปรตีน 50 ไมโครกรัม และ 2 คร้ังกอนหลอมรวมเซลลจะกระตุนดวยแอนติเจนปริมาณ 100 ไมโครกรัม 
สวนหนูตัวท่ี 5 ทําการฉีดกระตุนท้ังหมด 6 คร้ัง  3 คร้ังแรกฉีดแอนติเจนประมาณ 50 ไมโครกรัม ซ่ึง 3 
คร้ังท่ีเหลือไดฉีดกระตุนดวย 100 ไมโครกรัมของปริมาณโปรตีนแอนติเจน   โดยหนูท้ัง 5 ตัวใหระดับ
แอนติบอดีอยูท่ีระดับความเจือจางกอนทําการหลอมรวมเซลล 1:64000 ,  1:16000,  1:128000,  1:64000 
และ 1:128000  ตามลําดับ  จึงนําเซลลมามของหนูไปทําการหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 1,  2,  3,  4  และ 5 ตาม
ลําดับ ซ่ึงจะสรุปผลของการหลอมรวมเซลลมามท้ัง 5 คร้ังไดดังนี้ 
   

4.4.1 ผลการหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 1  
  หลังจากทําการหลอมรวมเซลลมามของหนูตัวท่ี 1 กับเซลลมัยอีโลมาแลวทําการเล้ียง
เซลลในจานชนิด 96 หลุม จํานวน 576 หลุม (6 จาน) โดยภายหลังจากการหลอมรวมเซลลแลวประมาณ 
1 สัปดาห นําจานชนิด 96 หลุม มาตรวจดูภายใตกลองจุลทรรศนชนิดหัวกลับ (inverted microscope) 
พบวาเซลลไฮบริโดมามีลักษณะเปนโคโลนีขนาดเล็กในหลุมซ่ึงมีประมาณ 222 หลุม หรือคิดเปน
เปอรเซ็นตของจํานวนหลุมท้ังหมดได 39 เปอรเซ็นต  จากนั้นจึงทําการเล้ียงเซลลไฮบริโดมาตอโดย
เปล่ียนอาหารทุกๆ 3 วัน จนโคโลนีเพิ่มจํานวนมากข้ึนประมาณ 2/3 ของหลุม จึงทําการตรวจหาเซลล
ไฮบริโดมาท่ีผลิตแอนติบอดีตอ CPAMOZ โดยนําอาหารท่ีเล้ียงเซลลไปทดสอบดวยวิธี indirect ELISA 
ซ่ึงจะใชแอนติเจนสําหรับใชคัดเลือกเซลลไฮบริโดมา (Screening test) เปน CPAMOZ-OVA (ความเขม
ขน 3 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เม่ือพบหลุมท่ีใหผลบวกจากคาการดูดกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตร ท้ัง
หมด 54 หลุม คิดเปนเปอรเซ็นตได 24 %  ของจํานวนหลุมท่ีใหเซลลไฮบริโดมา จึงทําการยายเซลลจาก
หลุมในจานชนิด 96 หลุม ใสลงในหลุมของจานชนิด 24 หลุม เพื่อใหเซลลเพิ่มจํานวนกอนท่ีจะนําไป
ทําการแยกใหไดเซลลเดี่ยวๆ เม่ือทําการตรวจหาแอนติบอดีตอ CPAMOZ ในอาหารเล้ียงเซลลจากหลุม
ในจานชนิด 24 หลุม พบวา เซลลไดสูญเสียคุณสมบัติการผลิตแอนติบอดีตอ CPAMOZ ไป 
 

4.4.2 ผลการหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 2 
  หลังจากหลอมรวมเซลลมามหนูตัวท่ี 2 กับเซลลมัยอีโลมาแลวทําการเล้ียงเซลลในจาน
ชนิด 96 หลุม จํานวน 576 หลุม (6 จาน) หลังจากนั้นประมาณ 1 สัปดาห  นําจานชนิด 96 หลุม มาตรวจดู
ดวยกลองจุลทรรศน พบวาเซลลไฮบริโดมามีลักษณะเปนโคโลนีขนาดเล็กในหลุมซ่ึงมีประมาณ 103 
หลุม หรือคิดเปนเปอรเซ็นตของจํานวนหลุมท้ังหมดได 18 เปอรเซ็นต จากน้ันจึงทําการเล้ียงเซลลไฮบริ
โดมาตอจนโคโลนีเพิ่มจํานวนมากข้ึนประมาณ 2/3 ของหลุม จึงทําการตรวจหาเซลลไฮบริโดมาท่ีผลิต



                                                                                                
                                                                                             

 

62

 

แอนติบอดีตอ CPAMOZ โดยนําอาหารท่ีเล้ียงเซลลไปทดสอบดวยวิธี indirect ELISA ซ่ึงจะใช 3 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรของ CPAMOZ-OVA เปนแอนติเจนสําหรับใชคัดเลือกเซลลไฮบริโดมา 
(Screening test)   เม่ือพบหลุมท่ีใหผลบวกจากคาการดูดกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตร ท้ังหมด 4 หลุม คิด
เปนเปอรเซ็นตได 4 %  ของจํานวนหลุมท่ีใหเซลลไฮบริโดมา จึงทําการยายเซลลจากหลุมในจานชนิด 96 
หลุม ใสลงในหลุมของจานชนิด 24 หลุม เพื่อใหเซลลเพิ่มจํานวนกอนท่ีจะนําไปทําการแยกใหไดเซลล
เดี่ยว  ๆ เม่ือทําการตรวจหาแอนติบอดีตอ CPAMOZ ในอาหารเล้ียงเซลลจากหลุมในจานชนิด 24 หลุม 
พบวา เซลลไดสูญเสียคุณสมบัติการผลิตแอนติบอดีตอ CPAMOZ ไป 
 

4.4.3 ผลการหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 3 
 หลังจากทําการหลอมรวมเซลลมามของหนูทดลองตัวท่ี 3 กับเซลลไมอิโลมา เม่ือ

เล้ียงเซลลในจานชนิด 96 หลุม จํานวน 576 หลุม (6 จาน) ภายหลังจาก 1 สัปดาห พบวาในหลุมมีเซลล
ไฟโบรบลาสต (fibroblast) จํานวนมาก และพบเซลลไฮบริโดมามีลักษณะเปนโคโลนีขนาดเล็กในหลุม
เพียงเล็กนอย หลังจากนั้นจึงทําการเล้ียงเซลลไฮบริโดมาตอ 1 สัปดาห ใหมีขนาดโคโลนีขนาดใหญข้ึน
เพื่อนําไปทดสอบดวยวิธี Indirect ELISA ตอไป แตไมพบเซลลไฮบริโดมาท่ีพบในชวง 1 สัปดาหแรก
เหลืออยูเนื่องจากเซลลไฟโบรบลาสตเจริญอยางรวดเร็วและมีปริมาณมากกวาเซลลไฮบริโดมาจึงสงผล
ใหไปบดบังการเจริญของเซลลไฮบริโดมาและเซลลจึงตายไปในท่ีสุด 

 
4.4.4  ผลการหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 4 
การหลอมรวมเซลลมามของหนูทดลองตัวท่ี 4 กับเซลลไมอิโลมา  พบวาเม่ือเล้ียง

เซลลในจานชนิด 96 หลุม จํานวน 672 หลุม ( 7 จาน) หลังจากนั้นประมาณ 1 สัปดาห  นําจานชนิด 96 
หลุม มาตรวจดูดวยกลองจุลทรรศน พบวาเซลลไฮบริโดมามีลักษณะเปนโคโลนีขนาดเล็กในหลุมซ่ึงมี
ประมาณ 88 หลุม หรือคิดเปนเปอรเซ็นตของจํานวนหลุมท้ังหมดได 13 เปอรเซ็นต จากนั้นจึงทําการ
เล้ียงเซลลไฮบริโดมาตอจนโคโลนีเพิ่มจํานวนมากข้ึน จึงทําการตรวจหาเซลลไฮบริโดมาท่ีผลิต
แอนติบอดีตอ CPAMOZ โดยนําอาหารท่ีเล้ียงเซลลไปทดสอบดวยวิธี indirect ELISA ซ่ึงจะใช 3 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ของ CPAMOZ-OVA  เปนแอนติเจนสําหรับใชคัดเลือกเซลลไฮบริโดมา เม่ือ
พบหลุมท่ีใหผลบวกจากคาการดูดกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตร ท้ังหมด 20 หลุม คิดเปนเปอรเซ็นตได 23 
%  ของจํานวนหลุมท่ีใหเซลลไฮบริโดมา จึงทําการยายเซลลจากหลุมในจานชนิด 96 หลุม ใสลงใน
หลุมของจานชนิด 24 หลุม เพื่อใหเซลลเพิ่มจํานวนกอนท่ีจะนําไปทําการแยกใหไดเซลลเดี่ยวๆ เม่ือทํา
การตรวจหาแอนติบอดีตอ CPAMOZ ในอาหารเล้ียงเซลลจากหลุมในจานชนิด 24 หลุม พบวา เซลล
ไฮบริโดมาโคลน 4G11 เทานั้นท่ีผลิตแอนติบอดีตอ CPAMOZ จึงทําการโคลนเซลลและเจือจางใหได
โคลนเด่ียวดวยเทคนิค limiting dilution ซํ้า 3 คร้ัง เพื่อใหแนใจวาเปนโมโนโคลนท่ีผลิตโมโนโคลนอล
แอนติบอดีตอ CPAMOZ โดยมีคาดูดกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตรท่ีไดจากการตรวจสอบดวยเทคนิค 
indirect ELISA แตละคร้ัง ดังตารางท่ี 4.10 
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 ตารางท่ี  4.10  การทดสอบแอนติบอดีตอ CPAMOZ ในอาหารเล้ียงเซลลไฮบริโดมาของ
               การหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 4  
 

คาดูดกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตร รหัสเซลลไฮบริโดมา 
โคลนเซลลคร้ังท่ี 1 โคลนเซลลคร้ังท่ี 2 โคลนเซลลคร้ังท่ี 3 

4G11 2.469 2.649 2.589 
*ตัวควบคุมบวก 1.583 1.655 1.241 
*ตัวควบคุมลบ 0.113 0.172 0.154 

      * ตัวควบคุมบวก คือ ซีรัมของหนูท่ีนํามามมาหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 4 ท่ีความเจือจาง 1:4000  
          * ตัวควบคุมลบ   คือ ซีรัมของหนูทดลองกอนฉีดกระตุน ( preimmuned serum ) ท่ีความเจือ
       จาง 1:4000  
 

4.4.5 ผลการหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 5 
 หลังจากทําการหลอมรวมเซลลมามของหนูตัวท่ี 5 กับเซลลมัยอีโลมาแลวทํา

การเล้ียงเซลลในจานชนิด 96 หลุม จํานวน 768 หลุม (8 จาน) โดยภายหลังการหลอมรวมเซลลแลว
ประมาณ 1 สัปดาห นําจานชนิด 96 หลุม มาตรวจดูดวยกลองจุลทรรศนชนิดหัวกลับ พบวา เซลลมาม
และเซลลมัยอีโลมาท่ีไมหลอมรวมตายหมดแลว และพบเซลลไฮบริโดมามีลักษณะเปนโคโลนีขนาด
เล็กในหลุม โดยพบโคโลนีของเซลลไฮบริโดมามี 642 หลุม หรือคิดเปนเปอรเซ็นตได 84 %  ของหลุม
ท้ังหมดท่ีทําการแบงเล้ียง จากนั้นจึงทําการเล้ียงเซลลไฮบริโดมาตอ จนโคโลนีมีขนาดใหญข้ึนและโต
ประมาณ 2/3 ของหลุม จึงทําการตรวจหาเซลลไฮบริโดมาท่ีผลิตแอนติบอดีตอCPAMOZ โดยนําอาหาร
เล้ียงเซลลไปทดสอบดวยวิธี Indirect ELISA ในจานทดสอบ ELISA 96 หลุมที่เคลือบดวยแอนติเจน
สําหรับคัดเลือกเซลล ไดแก CPAMOZ-OVA และ AMOZ-OVA ( 3 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) พบเซลล
ไฮบริโดมาท่ีมีคุณสมบัติสามารถสรางแอนติบอดีตอแอนติเจนท้ัง 2 ท่ีใชทดสอบ จํานวน 88 หลุม คิด
เปนเปอรเซ็นตได 14 % ของหลุมท่ีมีเซลลไฮบริโดมาท้ังหมด จึงทําการยายเซลลจากหลุมในจานชนิด 
96 หลุม ใสลงในหลุมของจานชนิด 24 หลุม เพื่อใหเซลลเพิ่มจํานวน เม่ือเซลลเจริญในจานชนิด 24 
หลุมประมาณ 2/3 ของหลุม แลวนําเอาอาหารเล้ียงเซลลไปทดสอบดวยวิธี Indirect ELISA เชนเดียวกัน 
เพื่อยืนยันวาเซลลไฮบริโดมาท่ีไดยังสามารถผลิตแอนติบอดีท่ีตองการได กอนนําไปทําการแยกใหได
เซลลเดี่ยว ผลท่ีไดจะไดเซลลไฮบริโดมาท่ีใหผลบวกท้ังหมด 20 หลุม แบงเปน 2 กลุม คือ กลุมท่ี1 ทํา
ปฏิกิริยาสูงกับ CPAMOZ-OVA  แตทําปฏิกิริยาตํ่ากับ AMOZ-OVA มีท้ังหมด 7 โคลน ไดแก 2E9   
4F1   4H3   5A7      7G4   7H8  และ 8B1.1    และ กลุมท่ี2 ทําปฏิกิริยาจําเพาะท้ัง CPAMOZ-OVA  และ 
AMOZ-OVA มีท้ังหมด 13 โคลน ไดแก  1F2  2E5.1  2H6  5F1  5G10.2  5G10.3  5H7  6B3.1  6B3.2  
6B3.3  6G2  8B4  และ 8E2 หลังจากนั้นจึงทําการโคลนเซลลและเจือจางใหไดโคลนเด่ียวซํ้า 3 คร้ังจน
แนใจวาเปนโมโนโคลนท่ีผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ CPAMOZ และ AMOZ  โดยมีคาดูดกลืน
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แสงท่ีทําการตรวจสอบแตละคร้ัง ดังตารางท่ี 4.11  และไดสรุปผลของระดับแอนติบอดี  พรอมท้ังผล
ของการหลอมรวมเซลลมามของหนูทดลองท้ัง 5 ตัว ท่ีฉีดกระตุนดวยแอนติเจน CPAMOZ-cBSA  

สรุปผลท่ีไดจากการหลอมรวมเซลลมามกับเซลลไมอิโลมา เพื่อเตรียมเซลลไฮบริโด
มา ท่ีจําเพาะตอสาร CPAMOZ  และ AMOZ นั้นพบวา การหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 1-3 ไมไดเซลลไฮบริ
โดมาท่ีสรางโมโนโคลนอลแอนติบอดีเลย สําหรับ การหลอมรวมเซลลคร้ัง 4 จะได โมโนโคลนอล
แอนติบอดีท่ีจําเพาะตอสาร CPAMOZ มา 1 โคลน  สวนการหลอมรวมเซลลคร้ัง 5 นั้นจะไดโมโนโคล
นอลแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอสาร CPAMOZ และ  AMOZ  จํานวน 20 โคลน  ดังตารางท่ี 4.11 

จากผลการหลอมรวมเซลลท้ัง 5 คร้ัง ของหนูทดลองท้ัง 5 ตัว ท่ีฉีดกระตุนดวย
แอนติเจน CPAMOZ-cBSA   จากตารางท่ี 4.12 สรุปผลไดวา การหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 1 และ  2   จะให
หลุมท่ีมีเซลลไฮบริโดมาท่ีใหผลบวกตอ แอนติเจน CPAMOZ-OVA คิดเปนคาเปอรเซ็นตเม่ือเทียบกับ
หลุมท่ีมีเซลลไฮบริโดมาข้ึน เปน 24 และ 4 เปอรเซ็นต ตามลําดับ แตเม่ือทําการโคลนเซลลซํ้า เพื่อให
ไดเซลลเดี่ยวๆ นั้นพบวาเซลลท่ีไดจะสูญเสียคุณสมบัติในการสรางแอนติบอดี ท่ีจําเพาะตอสาร 
CPAMOZ ไป เนื่องจากโคลนท่ีไดมีความไมคงตัว (stability) จึงทําใหไมไดโคลนท่ีจําเพาะตอสารดัง
กลาว  สําหรับการหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 3 นั้น พบวามีเซลลไฟโบรบลาสตข้ึนจํานวนมาก สงผลให
เซลลไฮบริโดมาเจริญเติบโตไดไมทันและตายไปในท่ีสุด จึงทําใหไมพบเซลลไฮบริโดมาข้ึนในจาน
เล้ียงเซลล 96 หลุม สวนการหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 4 และ 5  จะใหหลุมท่ีมีเซลลไฮบริโดมาท่ีใหผลบวก 
เม่ือเทียบกับหลุมท่ีมีเซลลไฮบริโดมาข้ึนคิดเปนคาเปอรเซ็นต เปน 23 และ 14 %ตามลําดับ และเม่ือ
โคลนเซลลซํ้าจํานวน 3 คร้ัง จะไดจํานวนโคลนท่ีจําเพาะตอสาร CPAMOZ ไดท้ังหมดจํานวน  1  และ  
20  โคลน ตามลําดับ 
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ตารางท่ี 4.11  การทดสอบแอนติบอดีตอ CPAMOZ ในอาหารเล้ียงเซลลไฮบริโดมาท่ีไดจากการ
โคลนเซลลท้ังหมดจํานวน 3 คร้ังของการหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 5  

         
คาดูดกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตร 

แอนติเจน CPAMOZ-OVA แอนติเจน AMOZ-OVA รหัสเซลลไฮบริโดมา 
คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 

1F2 (F5/1/1) 2.444 2.337 2.364 1.088 1.548 1.732 
2E5.1 (F5/2/1) 2.397 1.988 2.077 1.387 1.324 1.127 
2H6 (F5/4/3) 1.499 0.924 1.598 0.844 0.520 0.804 
5F1 (F5/8/1) 1.241 1.468 1.790 0.708 0.546 0.979 

5G10.2 (F5/9/2) 2.001 1.727 2.037 1.095 1.371 1.055 
5G10.3 (F5/10/4) 2.331 2.239 1.945 0.913 0.925 1.030 

5H7 (F5/11/4) 2.512 2.073 1.620 0.987 1.109 0.625 
6B3.1 (F5/12/2) 1.571 1.730 1.832 0.463 0.721 0.775 
6B3.2 (F5/13/1) 1.935 1.878 1.630 0.744 0.484 0.975 
6B3.3 (F5/14/1) 1.820 1.555 1.018 0.625 0.804 0.567 
6G2 (F5/15/1) 2.016 1.631 1.939 1.269 1.137 1.219 
8B4 (F5/19/4) 2.154 2.438 2.250 1.129 1.266 1.330 
8E2 (F5/20/3) 2.442 2.518 1.941 1.387 1.183 1.024 
2E9 (F5/3/5) 2.048 2.042 1.863 0.354 0.423 0.521 
4F1 (F5/5/1) 2.284 2.258 1.278 0.828 0.523 0.426 
4H3 (F5/6/1) 1.830 2.109 2.063 0.679 0.316 0.348 
5A7 (F5/7/1) 0.856 0.479 0.425 0.250 0.131 0.122 
7G4 (F5/16/2) 1.989 1.821 1.765 0.546 0.430 0.350 
7H8 (F5/17/4) 2.211 2.043 1.861 0.493 0.475 0.419 

8B1.1 (F5/18/2) 1.907 2.199 2.165 1.024 1.151 1.007 
*ตัวควบคุมบวก 1.223 1.107 1.382 0.830 0.842 0.715 
*ตัวควบคุมลบ 0.119 0.080 0.146 0.150 0.172 0.187 

   * ตัวควบคุมบวก คือ ซีรัมของหนูท่ีนํามามมาหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 5 ท่ีความเจือจาง 1: 8000  
   * ตัวควบคุมลบ  คือ ซีรัมของหนูทดลองกอนฉีดกระตุน ( preimmuned serum ) ท่ีความเจือจาง 1: 8000  
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ตารางที่  4.12  สรุปผลการกระตุนภูมิคุมกันของหนูทดลองใหสรางแอนติบอดีตอแอนติเจน CPAMOZ-cBSA , ผลการหาระดับแอนติบอดีจากซีรัมหนู,   
  ผลการหลอมรวมเซลลมามกับเซลลไมอิโลมา เพื่อใหไดเซลลไฮบริโดมา รวมจํานวนเซลลไฮบริโดมาที่ใหผลบวกในการคัดกรอง และ  
  จํานวนเซลลไฮบริโดมาที่สรางโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ได   

 
หลุมที่ไดเซลลไฮบริโดมา หลุมที่ใหผลบวก    ครั้งที่หลอม 

    รวมเซลล 
จํานวนครั้งที่ 
  ฉีดกระตุน 

ระดับแอนติบอดี 
 (antibody titer) 

จํานวนหลุม 
ตั้งตน จํานวนหลุม เปอรเซ็นต (%) หลุมที่ใหผลบวก 

ในการคัดกรอง 
เปอรเซ็นต ( % ) 

จํานวนโคลนที่ได 

1 5 1:64000 576 222 39 54 24 0 
2 5 1:16000 576 103 18 4 4 0 
3 6 1:128000 576 0 0 0 0 0 
4 5 1:64000 672 88 13 20 23 1 
5 6 1:128000 768 642 84 88 14 20 
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4.5 การศึกษาลักษณะเบื้องตนของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
  

4.5.1 การตรวจสอบไอโซไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
 

  จากผลการตรวจสอบไอโซไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากเซลลไฮบริโดมา
โคลนท่ีไดจาก การหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 4 และ 5 จํานวน 1  และ 20  โคลน ตามลําดับ (ดังตารางท่ี 
4.13) พบวา โมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีไดจากการหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 4 จํานวน 1 โคลน ไดแก 
4G11  มีไอโซไทปเปนชนิด IgG1   สําหรับการหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 5  จํานวน 20 โคลนมีไอโซ
ไทปหลากหลายซ่ึงแบงได 3 ไอโซไทป ไดดังนี้ IgG2b  มีท้ังหมด 4 โคลนไดแก 1F2  2E5.1   5A7   
7H8   IgG2a  มีท้ังหมด 1 โคลน ไดแก 4F1   และอีก 15 โคลนท่ีเหลือ มีไอโซไทป เปน IgG1  ไดแก  
2E9  2H6    4H3    5F1   5G10.2   5G10.3   5H7   6B3.1   6B3.2   6B3.3   6G2   7G4    8B1.1    8B4  
และ 8E2     
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ตารางท่ี 4.13   คาการดูดกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตร จากการตรวจหาไอโซไทปของโมโนโคลนอล         
         แอนติบอดี โดยวิธี Indirect ELISA 
 

เซลลไฮบริโดมา แอนติบอดีท่ีใชเคลือบจาน 96 หลุม 

ชื่อ รหัส IgG1 IgG2a IgG2b IgG3 IgM IgA 

4G11/G8/B5/B2 F4/26 0.621 0.062 0.081 0.080 0.083 0.068 

1F2/B3/G3/A2 F5/1/1 0.065 0.056 2.492 0.107 0.168 0.215 

2E5.1/E2/E2/A8 F5/2/1 0.085 0.061 2.801 0.120 0.113 0.106 

2E9/H2/F10/D11 F5/3/5 0.882 0.086 0.106 0.116 0.108 0.078 

2H6/B5/E8/G8 F5/4/3 0.823 0.087 0.114 0.103 0.100 0.063 

4F1/C3/C6/B8 F5/5/1 0.070 1.074 0.098 0.110 0.268 0.071 

4H3/E6/E1/E9 F5/6/1 0.724 0.074 0.108 0.093 0.110 0.102 

5A7/F9/A6/B3 F5/7/1 0.138 0.131 0.388 0.295 0.272 0.157 

5F1/C2/C4/D10 F5/8/1 0.727 0.065 0.120 0.082 0.080 0.082 

5G10.2/C8/D8/F8 F5/9/2 0.741 0.071 0.092 0.086 0.085 0.078 

5G10.3/C9/D8/F5 F5/10/4 0.804 0.081 0.098 0.090 0.086 0.085 

5H7/B2/E2/D1 F5/11/4 0.710 0.067 0.130 0.096 0.129 0.076 

6B3.1/B1/A8/G5 F5/12/2 0.662 0.063 0.146 0.083 0.079 0.068 

6B3.2/C4/E4/D8 F5/13/1 0.733 0.077 0.135 0.084 0.086 0.163 

6B3.3/E8/A11/C12 F5/14/1 0.689 0.070 0.123 0.082 0.082 0.110 

6G2/A11/D8/B8 F5/15/1 0.934 0.080 0.102 0.203 0.182 0.057 

7G4/B8/D11/G6 F5/16/2 0.711 0.073 0.084 0.082 0.090 0.086 

7H8/F8/A2/E9 F5/17/4 0.102 0.058 2.664 0.117 0.106 0.090 

8B1.1/A8/E9/D5 F5/18/2 0.649 0.062 0.086 0.080 0.077 0.069 

8B4/C9/C1/D7 F5/19/4 0.677 0.070 0.092 0.089 0.086 0.068 

8E2/B3/C8/G2 F5/20/3 0.728 0.067 0.096 0.089 0.088 0.054 
ตัวควบคุมบวก (IgG3)  0.091 0.273 0.280 1.332 0.184 0.078 

หมายเหตุ 1. F4 (Fusion4)   คือ หลอมรวมเซลลคร้ังท่ี4   
  2. F5 (Fusion5)   คือ หลอมรวมเซลลคร้ังท่ี5 
  3. คาท่ีแสดงโดยตัวเลขทึบ คือ คาท่ีใหผลบวก 
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4.5.2 การหาความเจือจางท่ีเหมาะสมและทดสอบความจําเพาะของโมโนโคลนอล
แอนติบอดีตอแอนติเจนท่ีใชในการคัดกรองโคลน 

 
  ในการทดสอบความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอแอนติเจน 3 ชนิด ไดแก 
CPAMOZ-OVA  AMOZ-OVA  BSA และ OVA โดยใชแอนติเจนเคลือบหลุมเพื่อทํา Indirect ELISAพบ
วา ท้ัง 20 โคลน ใหผลบวกท้ังหมดตอแอนติเจน CPAMOZ-OVA สําหรับ AMOZ-OVA จะมีท้ังหมด 10 
โคลนท่ีใหผลบวก และ BSA และ OVA นั้นไมมีโคลนท่ีใหผลบวกเลย สรุปผลไดดังแสดงในตารางท่ี 
4.14 แสดงใหเห็นวา โคลนท่ีไดท้ังหมดนั้น จําเพาะตอสาร CPAMOZ  และมีบางโคลนท่ีจําเพาะตอสาร 
AMOZ (แสดงคาเปนตัวเลขทึบในตาราง 4.14)  โดยไมมีโคลนใดท่ีทําปฏิกิริยาขามกับโปรตีนพาหะ 
BSA และ OVA ท่ีเช่ือมติดกับสาร CPAMOZ ท่ีใชฉีดกระตุนและท่ีใชในการคัดกรองโคลน หลังจากนั้น
เม่ือทําการหาความเจือจางท่ีเหมาะสมในการทํา Indirect ELISA ท่ีใหคาการดูดกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตร 
ประมาณ 0.8-1 ในจาน 96 หลุมท่ีเคลือบดวย CPAMOZ-OVA (3 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) จะพบวาแตละ
โคลนจะตองใชความเจือจางท่ีแตกตางกัน ตั้งแต ไมเจือจางเลย , 1:25 , 1:50 และ 1:100  ดังแสดงในตาราง
ท่ี 4.14 ท้ังนี้เนื่องจากความสามารถในการสรางแอนติบอดีของแตละโคลนจะแตกตางกัน เม่ือไดความเจือ
จางท่ีเหมาะสมแลวนําไปหาไอโซไทปของแตละโคลนดังผลขางตนในขอท่ี 4.5.1  และนําแอนติบอดีไป
ทดสอบความจําเพาะกับตัวแขงขันในรูปอิสระไนโตรฟูแรนท่ีตองการท้ัง 4 รูป คือ CPAMOZ    
NPAMOZ    AMOZ   และ FTD  ความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปรียบเทียบกับแอนติบอดีท่ี
ไมเติมตัวแขงขันอิสระ ผลท่ีไดพบวาท้ัง 20 โคลนจะจําเพาะตอสาร CPAMOZ  NPAMOZ  และ FTD 
เนื่องจากใหคาการดูดกลืนแสงลดลงเทากับคาตัวควบคุมลบ สาเหตุเกิดจากมีการเติมตัวแขงขันในรูป
อิสระดังกลาวลงไปพรอมกับแอนติบอดีในน้ําเล้ียงเซลลโมโนโคลน สงผลใหเกิดการแยงจับกันระหวาง 
ตัวแขงขันในรูปอิสระกับแอนติเจนบนจาน 96 หลุม ทําใหเหลือแอนติบอดีท่ีจะไปจับกับแอนติเจนท่ี
เคลือบบนหลุมนอยลง เม่ือเติมแอนติบอดีตัวท่ี 2 ท่ีติดฉลากดวยเอนไซม HRP  จะสงผลใหมีเอนไซม
เพียงเล็กนอยเขาทําปฏิกิริยากับ Substrate OPD เม่ือวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตรจึงใหคาท่ีต่ํา
ลงเม่ือเทียบกับหลุมท่ีไมไดเติมตัวแขงขันในรูปอิสระ  และพบวา มี 2 โคลนท่ีจําเพาะตอตัวแขงขัน 
AMOZ ในรูปอิสระ ไดแกโคลน 2E5.1 (F5/2/1)  และ  2H6 (F5/4/3)    จากนั้นทําการคัดเลือกโคลนท่ีจะ
นําไป ทดสอบหาความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดี ดวยวิธี Indirect competitive  ELISA  โดยคัด
เลือกจากผลในตารางท่ี 4.14  ไดท้ังหมดจํานวน  5 โคลน  ซ่ึงเปนโคลนท่ีมีความจําเพาะตอตัวแขงขันใน
รูปอิสระท้ัง 4 ตัว มีจํานวน  2  โคลน คือ 2E5.1 (F5/2/1)  และ  2H6 (F5/4/3)  สําหรับ 3 โคลนท่ีเลือกจะทํา
ตอสาร CPAMOZ  NPAMOZ  และ FTD  ซ่ึงไดแก  4F1 (F5/5/1)   7H8 (F5/17/4)   และ 8B1.1 (F5/18/2)  
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ตารางที่  4.14   คาดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร จากการทดสอบความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ CPAMOZ , NPAMOZ , AMOZ และ FTD 
 

แอนติเจนเคลือบจาน 96 หลุม (3 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) ตัวแขงขันในรูปอิสระ (Competitor) 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร รหัสเซลลไฮบริโดมา 

CPAMOZ-OVA AMOZ-OVA BSA OVA 

ความเจือจาง 
ที่เหมาะสม 

ไอโซไทป 

ไมเติม Competitor CPAMOZ NPAMOZ AMOZ FTD 
1F2 (F5/1/1) 2.672 1.581 0.117 0.187 1:25 IgG2b 0.866 0.131 0.135 0.829 0.156 

2E5.1 (F5/2/1) 2.494 1.706 0.150 0.170 1:100 IgG2b 1.011 0.124 0.103 0.127 0.140 
2E9 (F5/3/5) 2.288 0.355 0.130 0.173 1:50 IgG1 0.947 0.150 0.139 1.111 0.180 

2H6 (F5/4/3) 2.126 0.934 0.148 0.186 1:25 IgG1 0.992 0.127 0.105 0.124 0.089 

4F1 (F5/5/1) 2.257 0.787 0.155 0.156 1:50 IgG2a 1.079 0.142 0.141 0.965 0.203 
4H3 (F5/6/1) 2.388 0.554 0.171 0.138 1:25 IgG1 1.082 0.109 0.106 1.043 0.187 

5A7 (F5/7/1) 1.309 0.163 0.155 0.237 ไมเจือจาง IgG2b 0.706 0.193 0.422 0.727 0.194 
5F1 (F5/8/1) 1.981 0.830 0.130 0.171 1:25 IgG1 0.906 0.165 0.152 0.663 0.172 

5G10.2 (F5/9/2) 2.507 1.242 0.139 0.175 1:50 IgG1 0.841 0.126 0.113 0.755 0.194 

5G10.3 (F5/10/4) 2.531 1.329 0.151 0.159 1:50 IgG1 1.000 0.182 0.115 0.836 0.129 
5H7 (F5/11/4) 2.412 1.179 0.147 0.156 1:25 IgG1 0.817 0.122 0.106 0.664 0.143 

6B3.1 (F5/12/2) 2.274 0.798 0.164 0.166 1:25 IgG1 0.905 0.118 0.145 0.592 0.064 

6B3.2 (F5/13/1) 1.948 0.715 0.085 0.093 1:25 IgG1 1.142 0.112 0.125 0.862 0.117 
6B3.3 (F5/14/1) 2.121 0.752 0.136 0.155 1:25 IgG1 1.081 0.109 0.164 0.794 0.109 
6G2 (F5/15/1) 2.355 1.398 0.124 0.129 1:50 IgG1 1.247 0.185 0.173 1.127 0.141 

7G4 (F5/16/2) 2.543 0.496 0.087 0.158 1:50 IgG1 1.080 0.467 0.121 1.131 0.403 

7H8 (F5/17/4) 2.715 0.578 0.147 0.205 1:100 IgG2b 0.885 0.513 0.330 0.971 0.267 

8B1.1 (F5/18/2) 2.390 0.801 0.101 0.171 1:100 IgG1 0.786 0.136 0.106 0.690 0.121 
8B4 (F5/19/4) 2.358 1.092 0.099 0.165 1:100 IgG1 0.767 0.139 0.084 0.740 0.119 
8E2 (F5/20/3) 2.487 1.201 0.088 0.171 1:100 IgG1 0.843 0.130 0.124 0.753 0.096 

*ตัวควบคุมบวก 1.069 0.765 0.624 0.288 - - - - - - - 

*ตัวควบคุมลบ 0.237 0.224 0.261 0.257 - - - - - - - 

 หมายเหตุ  คาที่แสดงโดยตัวเลขทึบคือคาที่ใหผลบวก
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 จากการทดสอบคุณสมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท้ัง 20 โคลนดวยวิธี indirect 
ELISA ซ่ึงทําปฏิกิริยากับแอนติเจนท่ีใชเคลือบจานทดสอบ ELISA 96หลุม ไดแก CPAMOZ-OVA  
และ AMOZ-OVA จะเห็นไดวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากท้ัง 20 โคลนทําปฏิกิริยากับแอนติเจน 
CPAMOZ-OVA และแอนติบอดีจากบางโคลนทําปฏิกิริยากับ AMOZ-OVA ซ่ึงจากการทดสอบคุณ
สมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีไดดวยวิธี indirect competitive ELISA กับแอนติเจนในรูป
อิสระท้ัง 4 รูป จะพบวาโมโนโคลนทุกโคลนทําปฏิกิริยากับ CPAMOZ  NPAMOZ และ FTD ในรูป
อิสระได แตจะมีโมโนโคลน 2 โคลนท่ีทําปฏิกิริยา AMOZ ในรูปอิสระไดอยางชัดเจนคือโมโนโคล
นอลแอนติบอดีท่ีไดจากโคลน 2E5.1  และ 2H6 (ตารางท่ี 4.14) จากการเปรียบเทียบการทดสอบคุณ
สมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดีดวยวิธี indirect ELISA และ indirect competitive ELISA พบวา
แอนติบอดีท่ีไมทําปฏิกิริยากับ AMOZ-OVA ก็จะไมสามารถจับกับ AMOZ ในรูปอิสระได แต
แอนติบอดีท่ีทําปฏิกิริยาไดกับ AMOZ-OVA จากบางโคลนเทานั้นท่ีจะสามารถจับกับ AMOZ ในรูป
อิสระได อาจเนื่องมาจากความสามารถของแอนติบอดีในการทําปฏิกิริยากับ AMOZ บนเอพิโทปท่ี
แตกตางกันคือถาแอนติบอดีทําปฏิกิริยากับแอนติเจนไดท้ังในรูป AMOZ-OVA และ AMOZ แสดง
วาแอนติบอดีทําปฏิกิริยากับ เอพิโทปท่ีมีอยูบนแอนติเจนในรูป conjugateและรูปอิสระ แตถา
แอนติบอดีท่ีทําปฏิกิริยากับ AMOZ-OVA แตไมทํากับ AMOZ ในรูปอิสระแสดงวาเอพิโทปนั้นมี
เฉพาะบน AMOZ-OVA ซ่ึงอยูในรูป conjugate เทานั้น ซ่ึง เอพิโทปท่ีเปล่ียนแปลงไปนี้อาจเกิดจาก
การทําปฏิกิริยาในระหวางข้ันตอนการ conjugate 
 

4.5.3 การหาความเขมขนของแอนติเจนและความเจือจางของโมโนโคลนอลแอนติบอดี
 ท่ีเหมาะสมในการทดสอบความจําเพาะและปฏิกิริยาขาม ดวยวิธี indirect ELISA 
  

  นําโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผานการคัดเลือกมาทดสอบดวยวิธี Indirect ELISA เพื่อ
หาความเขมขนท่ีเหมาะสมของแอนติเจนท่ีใชเคลือบหลุมและของแอนติบอดีท่ีใหคาการดูดกลืนแสง
ประมาณ 0.8-1.0 โดยทําการแปรคาความเขมขนของ CPAMOZ-OVA ในชวง 0.0625–1 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตรและเจือจางอาหารเล้ียงเซลล ท่ีมีแอนติบอดีอยูในชวง 1:10–1:1280 พบวาโมโนโคลนอล
แอนติบอดีท่ีคัดเลือกมา 5 โคลน ไดแก 2E5.1 (F5/2/1)    2H6 (F5/4/3)    4F1 (F5/5/1)     7H8 (F5/17/4)   และ   
8B1.1 (F5/18/2) ใหผลดังแสดงในตารางท่ี 4.15  จะเห็นไดวาปริมาณแอนติเจนและแอนติบอดีท่ีทํา
ปฏิกิริยากันไดคาดูดกลืนแสงจากการทํา indirect ELISA ประมาณ 1 มีอยูหลายความเขมขนแตเนื่องจาก
ตองการที่จะเปรียบเทียบประสิทธิภาพของแอนติบอดีจากท้ัง 5 โคลนจึงเลือกใชแอนติเจนท่ีความเขมขน 
0.250 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และเลือกความเขมขนของแอนติบอดีท่ีเหมาะสมจาก 5 โคลนโดยเจือจางท่ี 
1:640  1:40  1:160  1:640  และ 1:320 ตามลําดับเพื่อนําไปใชในการทดสอบคุณสมบัติของโมโนโคลนอล
แอนติบอดีและการเกิดปฏิกริิยาขามกับสารตางๆดวยวิธี indirect competitive ELISA ตอไป 



                                                                                                                                         
                                                                                                                                       

 

72 

 

 
 
ตารางที่  4.15   แสดงคาดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตรในการหาความเขมขนของแอนติเจน และ ความเจือจางของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่เหมาะสมในการทดสอบ 
  ความจําเพาะและปฏิกิริยาขาม ดวยวิธี indirect ELISA 
 

  Clone F5/2/1 Clone F5/4/3 Clone F5/5/1 Clone F5/17/4 Clone F5/18/2 
dilution Ag. Coat plate CPAMOZ-OVA (ug/ml) Ag. Coat plate CPAMOZ-OVA (ug/ml) Ag. Coat plate CPAMOZ-OVA (ug/ml) Ag. Coat plate CPAMOZ-OVA (ug/ml) Ag. Coat plate CPAMOZ-OVA (ug/ml) 

  1 0.5 0.25 0.125 0.0625 1 0.5 0.25 0.125 0.0625 1 0.5 0.25 0.125 0.0625 1 0.5 0.25 0.125 0.0625 1 0.5 0.25 0.125 0.0625 

1:10 2.946 2.817 2.424 2.042 1.571 2.687 2.314 1.658 1.039 0.460 2.887 2.634 1.952 1.389 0.500 2.792 2.638 2.094 1.889 0.774 2.854 2.673 1.856 1.803 0.519 

1:20 2.867 2.756 2.283 1.956 1.428 2.486 1.767 1.501 0.584 0.304 2.766 2.357 1.854 1.059 0.457 2.758 2.551 2.070 1.608 0.747 2.713 2.487 1.831 1.660 0.480 

1:40 2.771 2.627 2.321 1.814 1.324 2.396 1.627 1.062 0.563 0.261 2.671 2.279 1.791 1.000 0.398 2.726 2.427 2.032 1.470 0.704 2.652 2.424 1.842 1.194 0.449 

1:80 2.799 2.533 2.134 1.583 1.132 2.159 1.317 0.722 0.364 0.199 2.642 2.146 1.498 0.874 0.338 2.629 2.242 1.885 1.343 0.606 2.691 2.301 1.720 1.029 0.399 

1:160 2.617 2.251 1.823 1.249 0.917 1.657 0.848 0.470 0.234 0.139 2.529 1.811 1.176 0.657 0.285 2.333 1.906 1.534 1.155 0.538 2.489 2.050 1.441 0.826 0.305 

1:320 2.501 1.975 1.540 1.069 0.393 1.268 0.622 0.313 0.101 0.102 2.208 1.511 0.936 0.444 0.165 2.109 1.684 1.416 0.933 0.323 2.208 1.738 1.139 0.725 0.217 

1:640 2.055 1.509 1.187 0.411 0.271 0.956 0.400 0.166 0.054 0.073 1.746 1.015 0.697 0.339 0.150 1.539 1.244 0.977 0.645 0.281 1.763 1.230 0.764 0.357 0.160 

1:1280 1.574 1.101 0.811 0.116 0.061 0.634 0.279 0.160 0.104 0.046 1.149 0.763 0.511 0.123 0.098 1.136 0.853 0.776 0.275 0.165 1.246 0.965 0.629 0.179 0.140 

 หมายเหตุ  คาที่แสดงโดยตัวเลขทึบ คือคาการดูดกลืนแสงจากการทํา ELISA ที่ใชแอนติเจนและแอนติบอดีความเขมขนที่เหมาะสมเพื่อนํามาใชในการหา 
      คุณสมบัติของโมโนโคลนตอไป
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4.5.4  การทดสอบหาความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีดวยวิธี Indirect competitive ELISA 
  

4.5.4.1 การทดสอบหาความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอสาร CPAMOZ  
         NPAMOZ  AMOZ  และ  FTD  

 
 จากการคัดเลือกโมโนโคลนอลแอนติบอดีท้ัง 5 โคลน ไดแก 2E5.1(F5/2/1)    2H6(F5/4/3)    

4F1 (F5/5/1)     7H8 (F5/17/4)   และ   8B1.1 (F5/18/2) เพื่อความสะดวกจึงต้ังช่ือโคลนใหมเปน  AMOZ#2   
AMOZ#4   AMOZ#5   AMOZ#17  และ AMOZ#18  ตามลําดับ  มาทําการทดสอบความไวของโมโนโคล
นอลแอนติอบดีตอสาร CPAMOZ    NPAMOZ    AMOZ และ   FTD  ท่ีอยูในรูปอิสระโดยวิธี indirect 
competitive ELISA ไดผลดังแสดงรูปท่ี 4.10 - 4.13   ตามลําดับ  พรอมท้ังแสดงคา 50 เปอรเซ็นต  inhibition 
concentration (IC50)  , Limit of Detection (LOD)  และ คา Limit of quantification (LOQ)  ดังตารางท่ี  4.16    
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 รูปท่ี 4.10  การทดสอบความจําเพาะของโมโคลนอลแอนติบอดีตอสาร CPAMOZ 
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 รูปท่ี 4.11  การทดสอบความจําเพาะของโมโคลนอลแอนติบอดีตอสาร NPAMOZ 
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 รูปท่ี 4.12  การทดสอบความจําเพาะของโมโคลนอลแอนติบอดีตอสาร AMOZ 
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 รูปท่ี 4.13  การทดสอบความจําเพาะของโมโคลนอลแอนติบอดีตอสาร FTD 
 
  การทดสอบหาคา IC50 ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท้ัง 5 สามารถแบงไดเปน 2 
กลุมตามความสามารถในการทําปฏิกิริยากับ AMOZ ในรูปอิสระไดดังนี้คือ แอนติบอดีกลุมท่ี 1 ทํา
ปฏิกิริยากับ AMOZ ไดแกแอนติบอดี AMOZ#2 และ AMOZ#4  แอนติบอดีกลุมท่ี 2 ไมทําปฏิกิริยา
กับ AMOZ ไดแกแอนติบอดี AMOZ#5 และ AMOZ#18 นํามาทําปฏิกิริยากับ CPAMOZ  NPAMOZ  
AMOZ และ FTD ดวยวิธี indirect competitive ELISA จากผลการทดลอง (ดังรูปท่ี 4.10-4.13 และตา
รางท่ี 4.16) พบวา  
  เมื่อทําปฎิกิริยากับสาร CPAMOZ ใหคา IC50 เปน  1.536   20.750   56.160   
217.700  และ 1.562  นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ โดยมีคา LOD เทากับ  0.081   1.000   0.750   
20.250  และ 0.180   นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ (รูปท่ี ก.4 –8 ในภาคผนวก ก)  
  เม่ือทําปฎิกิริยากับสาร NPAMOZ ใหคา IC50 เปน  2.034   5.223   57.560   
119.800  และ 12.770 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร  ตามลําดับ  โดยมีคา LOD เทากับ  0.110   0.160   
4.570   3.130   และ 0.110  นาโนกรัมตอมิลลิลิตร  ตามลําดับ  (รูปท่ี ก.9 –13 ในภาคผนวก ก ) 
  เม่ือทําปฎิกิริยากับสาร FTD ใหคา IC50 เปน  0.355   0.743   2.449   22.180   และ 
0.672   นาโนกรัมตอมิลลิลิตร  ตามลําดับ  โดยมีคา LOD เทากับ    0.118   0.190   0.520   2.360  
และ 0.129  นาโนกรัมตอมิลลิลิตร  ตามลําดับ  (รูปท่ี ก.16 –20 ในภาคผนวก ก ) 
  สําหรับสาร AMOZ จะมี 2 โคลนเทานั้นท่ีจําเพาะ ไดแกโคลน AMOZ#2  และ 
AMOZ#4  ซ่ึงจะใหคา IC50 เปน  17.730  และ  112.900 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร  ตามลําดับ  โดยมีคา 
LOD อยูท่ี    1.260   และ  8.750 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร  ตามลําดับ  (รูปท่ี ก.14 –15 ในภาคผนวก ก) 
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  จากผลการทดสอบหาคา IC50 และ คา LOD ท่ีไดจาก รูปท่ี 4.10-4.13 และตารางท่ี 
4.16   แสดงใหเห็นวาแอนติบอดีกลุมท่ี 1 โคลน AMOZ#2 มี ความไว (sensivity) สูงท่ีสุด  และ
แอนติบอดีกลุมท่ี 2 คือ โคลน AMOZ#18 มีความไวสูงสุด ดังนั้นจึงนําเซลลไฮบริโดมาท่ีสรางโมโน
โคลนอลแอนติบอดีท้ัง 2 โคลนมาเล้ียงเพื่อใหผลิตแอนติบอดีกอนนําแอนติบอดีท่ีไดไปทําให
บริสุทธ์ิตอไปในขอ 4.6 
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 ตารางที่ 4.16   คา IC50    LOD  และ  LOQ ในการทดสอบความจําเพาะของโมโคลนอลแอนติบอดีตอสาร CPAMOZ    NPAMOZ   AMOZ  และ  FTD 
 

ตัวแขงขันในรูปอิสระ(Competitors) 

CPAMOZ NPAMOZ AMOZ FTD 

รหัสโมโนโคลน 

IC50 
(ng/ml) 

LOD 
(ng/ml) 

LOQ 
(ng/ml) 

IC50 
(ng/ml) 

LOD 
(ng/ml) 

LOQ 
(ng/ml) 

IC50 
(ng/ml) 

LOD 
(ng/ml) 

LOQ 
(ng/ml) 

IC50 
(ng/ml) 

LOD 
(ng/ml) 

LOQ 
(ng/ml) 

AMOZ#2 1.185 0.170 0.561 1.594 0.135 0.446 14.980 1.420 4.686 0.355 0.118 0.389 

AMOZ#4 15.320 1.350 4.455 4.553 0.376 1.241 90.630 4.710 15.542 0.743 0.190 0.627 

AMOZ#5 43.380 2.420 7.986 57.560 4.570 15.081 - - - 2.189 0.502 1.657 

AMOZ#17 150.900 22.450 74.085 72.340 3.761 12.411 - - - 17.560 2.550 8.415 

AMOZ#18 1.196 0.200 0.660 12.770 0.135 0.446 - - - 0.591 0.122 0.403 

 หมายเหตุ  คาที่แสดงโดยตัวเลขทึบ คือคา IC50   LOD และ LOQ ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่คัดเลือกมาทําแอนติบอดีใหบริสุทธิ์ตอไป
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4.5.4.2 การทดสอบปฏิกิริยาขามกับสารในกลุมไนโตรฟูแรน (Cross Reactivity) 
 

               จากการทดสอบปฏิกิริยาขามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีไดจากการหลอม
รวมเซลลคร้ังท่ี 4 ได 1 โคลน และ คร้ังท่ี 5 ได 20 โคลน รวมท้ังหมดเปน 21 โคลน ซ่ึงไดแสดงคาการ
ทดสอบปฏิกิริยาขามกับสารในกลุมไนโตรฟูแรนท้ัง 21 โคลน (ตารางที่ ก.9-13 ในภาคผนวก ก)  ในท่ี
นี้จะแสดงคาในตารางท่ี 4.17 เพียง 5 โคลนท่ีทําการคัดเลือกมาได กับสาร CPAMOZ    NPAMOZ   
AMOZ  FTD  และสารในกลุมไนโตรฟูแรนตัวอ่ืนๆ ท้ังรูปท่ีเปน สารต้ังตน,   สารเมแทบอไลต  และ  
สารอนุพันธุ แลว นํามาคํานวณเปนคา 50 เปอรเซ็นต  inhibition concentration (IC50) และ เปอรเซ็นต
ปฏิกิริยาขาม แสดงดังตารางท่ี 4.17 
              จากผลในตารางท่ี 4.17 พบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีทุกโคลนจะทําปฏิกิริยาขาม
เฉพาะกับสารท่ีตองการทั้ง 4 รูปคือ CPAMOZ (ใชฉีดกระตุนหนูทดลอง)    NPAMOZ (อนุพันธุท่ีใช
สําหรับตรวจหาสารตกคางชนิดนี้ดวยเทคนิคทางเคมี)   AMOZ (สารเมแทบอไลต)  FTD (parent drug ท่ี
ใชเติมในอาหารสัตว)  และไมเกิดปฏิกิริยาขามกับสารไนโตรฟูแรนตัวอ่ืนๆ ซ่ึงจะใหคาเปอรเซ็นต
ปฏิกิริยาขามนอยกวา 0.01 เปอรเซ็นต  (ตารางท่ี 4.17) การที่ทุกโคลนไมเกิดปฏิกิริยาขามกับสารตัวอ่ืนๆ 
เลยน้ัน แสดงใหเห็นวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีไดนั้นมีการสรางแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอสารFTD 
และสารอนุพันธุของ FTD ไดสูง จึงไมเกิดปฏิกิริยาขามกับสารในกลุมไนโตรฟูแรนตัวอ่ืนๆ 
                   

4.5.4.3 การทดสอบปฏิกิริยาขามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอสารนอกกลุมไนโตร
ฟูแรน 

 
  จากการทดสอบปฏิกิริยาขามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท้ัง 21 โคลนท่ีได  กับสาร
นอกกลุมไนโตรฟูแรนตางๆ ไดแก สารท่ีใชเปล่ียนแปลงอนุพันธุ (CBA)  สารกลุมบีตา-อะโกนิสต  และ
สารในกลุมยาปฏิชีวนะ พบวา ทั้ง 21 โคลน (ตารางท่ี ก.14-18 ในภาคผนวก ก)  ไมทําปฏิกิริยาขามกับ
สารนอกกลุมเลย ดังตารางท่ี 4.17 (ในตารางจะแสดงคาเฉพาะ 5 โคลนท่ีไดทําการคัดเลือกมาแลว)  โดย
เม่ือใชความเขมขนของสารที่ใชในการแขงขันถึง 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร คาดูดกลืนแสงไมมีการ
เปล่ียนแปลง เม่ือเทียบกับท่ีไมใสสาร โดยใหคาเปอรเซ็นตปฏิกิริยาขามกับสารนอกกลุมท่ีไดต่ํากวา 0.01 
เปอรเซ็นต  
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    ตารางที่ 4.17   คา IC50  และการทําปฏิกิริยาขาม (Cross Reactivity ;   CR ) ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอสาร CPAMOZ     NPAMOZ    AMOZ   FTD  สารใน  
  กลุมและนอกกลุมไนโตรฟูแรน 

AMOZ# 2 AMOZ#4 AMOZ#5 AMOZ#17 AMOZ#18 Competitors 

CR (%) IC50(ng/ml) CR (%) IC50(ng/ml) CR (%) IC50(ng/ml) CR (%) IC50(ng/ml) CR (%) IC50(ng/ml) 

CPAMOZ (Derivative form) 100.00  1.185 100.00 15.320 100.00 43.380 100.00 150.900 100.00 1.196 

NPAMOZ (Derivative form) 74.34 1.594 336.48 4.553 75.37 57.560 208.60 72.340 9.37 12.770 

AMOZ (Metabolite form) 7.91 14.980 16.90 90.630 - - - - - - 

Furaltadone (FTD;parent drugs) 333.80 0.355 2061.91 0.743 1981.73 2.189 859.34 17.560 202.37 0.591 

Furazolidone (FZD) < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 

AOZ (Metabolite form) < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 

NPAOZ (Derivative form) < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 

Nitrofurantoin (NFT) < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 

AHD (Metabolite form) < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 

NPAHD (Derivative form) < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 

Nitrofurazone (NFZ) < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 

SCA (Metabolite form) < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 

Nitrofurans 

NPSCA (Derivative form) < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 
Derivatising reagent 3-carboxybenzaldehyde (CBA) < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 

Clenbuteral < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 β-agonists 

Salbutamal < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 

Chloramphenicol  (CAP) < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 

Norfloxacin < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 

PenicilinG < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 

Flumequine < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 

Antibiotics 

Oxytetracycline < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 
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4.6 การทําบริสุทธ์ิโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
 

จากผลการทดลองขางตนพบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน AMOZ#2 และ 
AMOZ#18 มีความไวสูง  ดังนั้นจึงเลือกเซลลไฮบริโดมาจากโคลนดังกลาวมาเพ่ิมจํานวนและเล้ียงใน
อาหารเล้ียงเซลลจนไดแอนติบอดีปริมาณมากสะสมอยูในอาหารเล้ียงเซลลปริมาตร 500 มิลลิลิตร 
 

4.6.1 การทําแอนติบอดีใหบริสุทธ์ิโดยการใชโปรตีน เอ  
 จากการนํ าอาหารเล้ียงเซลล ท่ี มีแอนติบอดีของ โคลน  AMOZ#2 และ 

AMOZ#18 ซ่ึงมีไอโซไทป เปน IgG2b  และ IgG1 ตามลําดับ มาทําใหบริสุทธ์ิโดยการใช โปรตีน เอ แยก
ดวยเคร่ืองแยกโปรตีน โดยแอนติบอดีจะมีสัมพรรคภาพสูงตอโปรตีน เอ ท่ี pH 8 โดยท่ีโปรตีนและสาร
อ่ืน ๆ ในอาหารเล้ียงเซลลจะไมจับกับโปรตีน เอ ซ่ึงท่ีคา pH เปน 6 และ 3.5 คาสัมพรรคภาพของ
แอนติบอดีท่ีมีไอโซไทป เปน IgG1  และ IgG2b ตอโปรตีน เอ จะลดลง ตามลําดับ ซ่ึงจะสงผลให  
แอนติบอดีท่ีมีไอโซไทปดังกลาวจะถูกชะออกจากคอลัมนโปรตีน เอ จึงสามารถแยกแอนติบอดีออกจาก
อาหารเล้ียงเซลลได  

 ผลจากการทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหบริสุทธ์ิ ของโคลน AMOZ#2 ไดผล
การทดลองดังรูปท่ี 4.14    พบวาเมื่อนําแตละ fraction ท่ีเก็บไดไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 280 นาโนเมตร         
พบวาในหลอดทดลองท่ี 21 ถึงหลอดท่ี 38 นั้นมีแอนติบอดีท่ีบริสุทธ์ิอยูในชวงกราฟ (คาการดูดกลืนแสง
ท่ี 280 นาโนเมตร) ท่ีเปนพีคของแอนติบอดีท่ีบริสุทธ์ิจึงไดนําแอนติบอดีมารวมกันและนําไปวัดปริมาณ
โปรตีนและปริมาณแอนติบอดีตอ (ตารางท่ี 4.19)  และเม่ือนําแตละ fraction ไปทดสอบดวยเทคนิค indirect 
ELISA โดยใชความเจือจางท่ี 1:1000  นําไปวัดคาดูดกลืนแสงท่ี 492  นาโนเมตร  
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  คาดูดกลืนแสง 
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รูปที่ 4.14    โครมาโทแกรมการทําแอนติบอดีที่ไดจากโมโนโคลนอลแอนติบอดี  AMOZ#2 ใหบริสุทธิ์โดยการใชโปรตีน เอ (        ) แสดงคาดูดกลืนแสดงที่ 280 นาโนเมตร  
       (        ) แสดงคาดูดกลืนแสดงที่ 492 นาโนเมตรที่ทดสอบแอนติบอดีดวยเทคนิค Indirect ELISA 
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ผลจากการทําโมโนโคลนอลแอนติบอดี AMOZ#18ใหบริสุทธ์ิดวยเคร่ืองแยก
โปรตีน แสดงผลท่ีไดจากโปรแกรม Prime View Evaluation ดังรูปท่ี 4.15  โดยพีคแรกจะเปนพีค
ของ unbound ในขณะท่ีมีการ load น้ําเล้ียงเซลลโมโนโคลนอลแอนติบอดี เขาคอลัมของโปรตีนเอ 
และพีคท่ี 2 เปนพีคของแอนติบอดีท่ีบริสุทธ์ิแลว 

ท่ีถูกชะออกมาจากคอลัม (ชะดวย pH 3.5 )   หลังจากนั้นนําแตละ fraction ท่ีเก็บได
ไปวัดคาดูดกลืนแสดงท่ี 280 นาโนเมตร  และทดสอบแอนติบอดีดวยเทคนิค Indirect ELISA ตอไป 
(รูปท่ี 4.16) 

 
 

 
 
รูปท่ี 4.15  โครมาโทแกรมการทําโมโนโคลนอลแอนติบอดี AMOZ#18 ใหบริสุทธ์ิโดยการใช
โปรตีน เอ ดวยเคร่ืองแยกโปรตีน  
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รูปที่ 4.16  โครมาโทแกรมการทําแอนติบอดีที่ไดจากโมโนโคลนอลแอนติบอดี โคลน AMOZ#18 ใหบริสุทธิ์โดยการใชโปรตีนเอ (       ) แสดงคาดูดกลืนแสดงที่  
     280 นาโนเมตร  (        ) แสดงคาดูดกลืนแสดงที่ 492 นาโนเมตรที่ทดสอบแอนติบอดีดวยเทคนิค Indirect ELISA 

คาดูดกลืนแสง
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 จากรูปท่ี 4.16  พบวาเม่ือนําแตละ fraction ท่ีเก็บไดไปวัดคาการดูดกลืน
แสงท่ี 280 นาโนเมตร พบวาในหลอดทดลองท่ี 10 ถึงหลอดที่ 16 นั้นมีแอนติบอดีท่ีบริสุทธ์ิอยูใน
ชวงกราฟ(คาการดูดกลืนแสงท่ี 280 นาโนเมตร) ท่ีเปนพีคของแอนติบอดีท่ีบริสุทธ์ิจึงไดนํา
แอนติบอดีมารวมกันและนําไปวัดปริมาณโปรตีนและปริมาณแอนติบอดีตอ(ตารางท่ี 4.18)  และ
เม่ือนําแตละ fraction ไปทดสอบดวยเทคนิค indirect ELISA โดยใชความเจือจางที่ 1:1000  นําไป
วัดคาดูดกลืนแสงท่ี 492  นาโนเมตร  
 

4.6.2 การหาปริมาณโปรตีนของแอนติบอดีท่ีทําใหบริสุทธ์ิแลวดวยวิธี BCA 
 
   จากการนําแอนติบอดีท่ีไดจากการทําใหบริสุทธ์ิมาวัดคาดูดกลืนแสงท่ี 
260 และ 280 นาโนเมตร เพื่อหาความความเขมขนของแอนติบอดีจากสูตร พบวาไมสามารถ
คํานวณปริมาณโปรตีนไดเนื่องจากในสูตรไดกําหนดวาคาการดูดกลืนแสงท่ี 260:280 ตองไดไม
เกิน 0.6 ผลท่ีไดเกิน 0.6 สาเหตุเนื่องจาก ไดเติม 0.01% Thimerosal ลงไปในแอนติบอดีหลังจากทํา
ใหบริสุทธ์ิเพื่อปองกันการปนเปอนจากจุลินทรีย จึงสงผลให Thimerosal ท่ีเติมลงไป รบกวนคาดูด
กลืนแสงท่ี 280 นาโนเมตร ดังนั้นจึงนําแอนติบอดีท่ีไดมาหาปริมาณโปรตีนดวยวิธี BCA เปรียบ
เทียบกับกราฟมาตรฐาน (รูปท่ี ก.21 ในภาคผนวก ก) ไดปริมาณโปรตีนดังตารางท่ี 4.19 พบวา
ปริมาณโปรตีน ของน้ําเล้ียงเซลลของโคลน AMOZ#2   และ AMOZ#18  กอนทําใหบริสุทธ์ิมี
ปริมาณโปรตีนอยูท่ี 4.46  และ 3.18  มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เม่ือทําใหบริสุทธ์ิจะมีปริมาณโปรตีน
เปน 1.50  และ 1.90  มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (ตารางท่ี 4.18) 
 
 

4.6.3 การหาปริมาณแอนติบอดีดวยวิธี Indirect ELISA 
 

จากตารางท่ี 4.18 แสดงผลการหาปริมาณแอนติบอดีดวยวิธี Indirect ELISA 
เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน (รูปท่ี ก.22 ในภาคผนวก ก) ผลท่ีไดพบวา ปริมาณแอนติบอดีของ
น้ําเล้ียงเซลลของโคลน AMOZ#2   และ AMOZ#18  เม่ือทําใหบริสุทธ์ิจะมีปริมาณแอนติบอดีอยูท่ี 
1.48  และ 2.04  มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เม่ือคํานวณหาคาเปอรเซ็นตความบริสุทธ์ิ (%purity) เปรียบ
เทียบกับปริมาณโปรตีน ไดเปน 98.7  และ 107.4 เปอรเซ็นต ตามลําดับ  
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ตารางท่ี 4.18  ผลปริมาณโปรตีน  ปริมาณแอนติบอดี  เปอรเซ็นตความบริสุทธ์ิ ของโมโน 
         โคลนอลแอนติบอดี กอนทําใหบริสุทธ์ิ และหลังใหบริสุทธ์ิแลว 
 

ปริมาณโปรตีน 
ดวยวิธี BCA  

ปริมาณแอนติบอดี 
(ELISA) 

ตัวอยาง 

mg/ml Total (mg) mg/ml Total (mg) 

%recovery %purity 

กอนทําบริสุทธ์ิ 4.46 2.01x103 0.55 247.50 - 12.3 AMOZ#2 
 หลังทําบริสุทธ์ิ 1.50 54.0 1.48 53.28 22 98.7 

กอนทําบริสุทธ์ิ 3.18 1.43x103 1.92 211.20 - 14.8 AMOZ#18 
หลังทําบริสุทธ์ิ 1.90 28.5 2.04 30.60 14.5 107.4 

 
 
 
 

4.6.4 การหามวลโมเลกุลของโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังจากทําใหบริสุทธ์ิ
ดวยเทคนิค  SDS-PAGE  และ  Western blot   
 

  เม่ือเปรียบเทียบกับระยะทางการเคล่ือนท่ีของโปรตีนมาตรฐานท่ีทราบมวลโมเลกุลจะ
ทําใหทราบถึงขนาดของหนวยยอยของสาย Polypeptide ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีได ดังรูปท่ี  4.17 
 
 
 
 
 



 

 

86 

 

 
Lane 
1 = โปรตีนมาตรฐาน (Standard protein marker  ปริมาตร 2.5 ไมโครลิตร) 
2 = ซีรัมที่ใชในการเลี้ยงเซลลโมโนโคลน (FBS ; 5 ไมโครกรัม) 
3 = นํ้าเลี้ยงเซลลโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน AMOZ#2 กอนทําใหบริสุทธิ์มี 10 % FBS (5 ไมโครกรัม) 
4 = โมโนโคลนอลแอนติบอดี(AMOZ#2) หลังทําใหบริสุทธิ์แลว (5 ไมโครกรัม) ; มีไอโซไทปเปน IgG2b 
5 = นํ้าเลี้ยงเซลลโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนAMOZ#18 กอนทําใหบริสุทธิ์มี 10 % FBS (5 ไมโครกรัม) 
6 = โมโนโคลนอลแอนติบอดี(AMOZ#18) หลังทําใหบริสุทธิ์แลว (5 ไมโครกรัม) ; มไีอโซไทปเปน IgG1 
 

รูปท่ี 4.17  แสดงแถบของสาย Heavy chain และ Light  chain ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี โคลน 
     AMOZ#2  และ AMOZ#18  กอนทําใหบริสุทธ์ิ และหลังจากบริสุทธ์ิ 
 
 

จากผลในรูปท่ี 4.17 เม่ือนําแอนติบอดีท่ีทําใหบริสุทธ์ิแลวไปตรวจสอบดวยเทคนิค 
SDS-PAGE หลังจากยอมดวยสี Coomassie blue เปรียบเทียบกับแถบโปรตีนมาตรฐาน (รูปท่ี ก. 23 ใน
ภาคผนวก ก) พบโปรตีน ของ โมโนโคลนอลแอนติบอดี (AMOZ#2) ท่ีมีไอโซไทปเปน IgG2b  นั้นมี
แถบของสาย Heavy chain  2 สาย ซ่ึงมีขนาด  69.12  และ 63.92  กิโลดาตัน ตามลําดับ และเม่ือนําไป
ตรวจสอบดวยเทคนิค Western blot พบวาท้ัง 2 สายน้ีเปนสายของแอนติบอดี เนื่องจากเกิดเปนแถบของ 
Heavy chain ท้ัง 2 แถบ บนแผนฟลม x-ray เชนเดียวกับท่ีพบบนเจลจากวิธี SDS-PAGE  โดยพบแถบ
ของสาย  Light  chain  ของ AMOZ#2  มีขนาด  28.33 กิโลดาตัน  สําหรับโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
(AMOZ#18) ท่ีมีไอโซไทปเปน IgG1 ภายหลังจากทําใหบริสุทธ์ิแลวจะเห็นแถบของสาย Heavy chain 
และ Light  chain มีขนาด 58.69  และ 25.21  กิโลดาตัน ตามลําดับ เม่ือเปรียบเทียบกับแถบโปรตีนมาตร
ฐานในรูปท่ี 4.17 ชองท่ี 1 ไดแสดงคาน้ําหนักโมเลกุล ในตารางท่ี ก. 19 ในภาคผนวก ก 
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จากผลการทดลองท่ีไดอาจกลาวไดวาสาเหตุท่ีแถบของสาย Heavy chain ของโมโน
โคลนอลแอนติบอดี AMOZ#2 (IgG2b) มี 2 แถบ สวน AMOZ#18 (IgG1) มี 1 แถบ อาจเนื่องมากจาก
โครงสรางของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท้ัง 2 มีความแตกตางกันเพราะเปนโมโนโคลนอลแอนติบอดี
ท่ีมีไอโซไทปท่ีตางกัน 

 
4.7 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังทําใหบริสุทธ์ิ 

  
4.7.1 การทดสอบหาความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอสาร CPAMOZ  

NPAMOZ  AMOZ  และ  FTD 
 

  จากการคัดเลือกโมโนโคลนอลแอนติบอดีมา 2 โคลน ไดแก 2E5.1(AMOZ#2)  และ   
8B1.1 (AMOZ#18)  มาทําใหบริสุทธ์ิโดยใชหลักการ affinity chromatrography ดวยโปรตีนเอ แลวจึงนํา
แอนติบอดีบริสุทธ์ิท่ีไดมาทําการทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอสารไนโตรฟูแรน
ฟูรัลทาโดนท้ัง 4 รูป ไดแก CPAMOZ    NPAMOZ    AMOZ และ   FTD  ท่ีอยูในรูปอิสระ  ดังแสดงผล
ใน รูปท่ี 4.18   
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รูปท่ี 4.18  การทดสอบความจําเพาะของโมโคลนอลแอนติบอดี โคลน AMOZ#2 ท่ีบริสุทธ์ิแลว ตอ  
     สาร AMOZ 
 

โมโนโคลนอลแอนติบอดี  AMOZ#2 
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รูปท่ี 4.19  การทดสอบความจําเพาะของโมโคลนอลแอนติบอดี โคลน AMOZ#2 และ  AMOZ#18 
ท่ีบริสุทธ์ิแลว ตอสาร CPAMOZ 
 

 รูปท่ี 4.20  การทดสอบความจําเพาะของโมโคลนอลแอนติบอดี โคลน AMOZ#2 และ  AMOZ#18 ท่ีบริสุทธ์ิ
 แลว ตอสาร NPAMOZ 

 

 
รูปท่ี 4.21  การทดสอบความจําเพาะของโมโคลนอลแอนติบอดี โคลน AMOZ#2 และ  AMOZ#18 
ท่ีบริสุทธ์ิแลว ตอสาร FTD 

 

โมโนโคลนอลแอนติบอดี  AMOZ#2 โมโนโคลนอลแอนติบอดี  AMOZ#18 

โมโนโคลนอลแอนติบอดี  AMOZ#2 โมโนโคลนอลแอนติบอดี  AMOZ#18 

โมโนโคลนอลแอนติบอดี  AMOZ#18 โมโนโคลนอลแอนติบอดี  AMOZ#2 
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  จากรูปท่ี 4.18- 4.21 แสดงคา 50 เปอรเซ็นต  Inhibition concentration (IC50)  , Limit 
of Detection (LOD)  และ คา Limit of quantification (LOQ)  ของการทดสอบความไวของโมโนโคล
นอลแอนติบอดีโคลน AMOZ#2 ท่ีความเขมขน 1:8000 และ AMOZ#18 กับสารอิสระ AMOZ  
CPAMOZ   NPAMOZ  และ FTD  ท่ีความเขมขน 10 ไมโครกรัม ถึง 1x 10- 6 พิกโครกรัมตอมิลลิลิตร 
โดยใชแอนติเจน CPAMOZ-OVA 0.250 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ท่ีเคลือบจานทดสอบ ELISA ชนิด 
96 หลุม ไดคา IC50   LOD  และ LOQ  เปรียบเทียบกับผลการทดสอบความไวตอสารอิสระ AMOZ 
ของแอนติบอดีกอนทําใหบริสุทธ์ิแสดงดังตารางท่ี 4.19 แสดงใหเห็นวาแอนติบอดีหลังจากทําให
บริสุทธ์ิแลวจะมีความไว (sensitivity)  ตอสารอิสระ AMOZ   CPAMOZ    NPAMOZ  และ FTD  มาก
กวาโมโนโคลนแอนติบอดีท่ียังไมบริสุทธ์ิ 
 
ตารางท่ี   4.19    คา IC50    LOD  และ  LOQ ในการทดสอบความจําเพาะของโมโคลนอลแอนติบอดี
  ตอสาร CPAMOZ    NPAMOZ   AMOZ  และ  Furaltadone (FTD)ของโมโนโคล 
  นอลแอนติบอดี กอนทําใหบริสุทธ์ิ และหลังใหบริสุทธ์ิแลว 
 

AMOZ  
(ng/ml) 

CPAMOZ  
(ng/ml) 

NPAMOZ 
(ng/ml) 

FTD 
(ng/ml) 

โมโนโคลนแอนติบอดี 

IC50 LOD IC50 LOD IC50 LOD IC50 LOD 
กอนทําบริสุทธิ์ 14.980 1.420 1.185 0.170 1.594 0.135 0.355 0.118 AMOZ#2 
หลังทําใหบริสุทธิ์ 5.333 0.150 0.023 1.295x10-3 0.200 0.997x10-3   1.330 0.174 
กอนทําบริสุทธิ์ - - 1.196 0.200 12.770 0.135 0.591 0.122 AMOZ#18 
หลังทําใหบริสุทธิ์ - - 0.041 0.003 0.736 0.117 1.580 0.049 

 
  จากตารางท่ี 4.19  สรุปไดวาความจําเพาะของโมโคลนอลแอนติบอดี AMOZ#2 
หลังจากทําใหบริสุทธ์ิ จะมีความไว (คา IC50 ) ตอสารแขงขันในรูปอิสระ เลียงตามลําดับจากมาก
ไปนอย เปน CPAMOZ  NPAMOZ  FTD และ AMOZ  ซ่ึงจะใหคา IC50 เปน 0.023   0.200   1.330   
และ  5.333 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ  โดยจะใหคาปริมาณของสารต่ําสุดท่ีสามารถตรวจวัด
ได (LOD) เปน  1.295x10-3     0.997x10-3   0.174   และ  0.150    นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ   สําหรับ
โมโคลนอลแอนติบอดี AMOZ#18 จะมีความไวโดยดูจากผล คา IC50  ตอสารแขงขันในรูปอิสระ 
เรียงตามลําดับจากมากไปนอย เปน CPAMOZ  NPAMOZ  และ FTD  จะใหคา IC50 เปน 0.041   
0.736  และ 1.580  นาโนกรัมตอมิลลิลิตร  ตามลําดับ  โดยจะใหคา LOD เปน   0.003    0.117  และ  
0.049 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ จากผลที่ไดจะเห็นวาแอนติบอดีท้ัง 2 โคลนท่ีทําใหบริสุทธ์ิจะให
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คา IC50 ตอสารอิสระ FTD สูงข้ึนเม่ือเทียบกับแอนติบอดีกอนทําใหบริสุทธ์ิ แสดงใหเห็นวาความไวตอ
สารอิสระ FTD ลดลงอาจเนื่องมาจากคุณสมบัติของสาร FTD นั้นมีความไวตอแสงและสลายไดงายเม่ือ
สัมผัสกับอากาศเปนเวลานานจึงมีอายุการใชงานส้ัน ซ่ึงสงผลใหสารดังกลาวเกิดการสลายตัวไป จากผลที่
ไดจึงสามารถบอกไดวา โมโคลนอลแอนติบอดี AMOZ#2 จะมีความไวเพียงพอสําหรับใชในการ
พัฒนาเปนชุดตรวจหาสารตกคาง AMOZ ซ่ึงจะใหคาปริมาณของสารต่ําสุดท่ีสามารถตรวจวัดได 
(LOD) ของตัวแขงขันอิสระ AMOZ  เปน 0.150 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร  ซ่ึงคามาตรฐานของสาร 
AMOZ ตกคางสูงสุดท่ีกําหนดใหมีได (MRL) ในผลิตภัณฑท่ีไดจากสัตว ซ่ึงกําหนดโดยสํานักงาน
คณะกรรมการอาหารและยา ใหคา MRL มีคาเทากับ  0.3 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร 
 
  จากประสิทธิภาพของโมโนโคลนท่ีไดแสดงใหเห็นวาโคลน AMOZ#2 สามารถตรวจ
สารในรูปอิสระไดท้ัง 4 รูป สําหรับจุดประสงคของงานวิจัยนี้เพื่อใหไดโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ
สารอิสระ AMOZ ซ่ึงจะใหคาปริมาณตํ่าสุดท่ีตรวจวัดไดเทากับ 0.150 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ซ่ึงเปน
งานวิจัยฉบับแรกท่ีสามารถตรวจสาร AMOZ ในรูปอิสระไดดวยวิธี ELISA โดยไมตองเปล่ียนอนุพันธ
ใหเปน NPAMOZ ดังในการผลิตชุดตรวจสอบสาร AMOZ เชิงการคา ของบริษัท Prime biotech 
ประเทศแคนนาดา  ซ่ึงตรวจไดในรูป NPAMOZ  โดยตรวจในตัวอยางเน้ือและกุงไดปริมาณตํ่าสุดเทา
กับ 0.2 นาโนกรัมตอกรัม ดังนั้นจึงแสดงใหเห็นวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีไดมีแนวโนมท่ีจะนํามา
พัฒนาตอในการผลิตชุดตรวจสอบท่ีมีประสิทธิภาพตรวจสารตกคาง AMOZ ท่ีอยูในรูปติดกับโปรตีน
เนื้อสัตวและรูปอิสระไดต่ํากวาคามาตรฐานท่ีกําหนดคือ 0.3 นาโนกรัมตอกรัม และไมตองเปล่ียน
อนุพันธของสารกอนตรวจหรือตรวจเปรียบเทียบกับวิธีทางเคมีไดเนื่องจากโคลนท่ีไดมี
แอนติบอดีท่ีจําเพาะกับสาร AMOZ ในรูปอนุพันธ (NPAMOZ) ดวย และยังสามารถตรวจสารต้ังตน 
FTD ในอาหารสัตวกอนเขาสูระบบการเล้ียงสัตวไดดวย  
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บทที่  5 
 

สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 
 

หลังจากฉีดกระตุนหนูทดลอง 5 ตัวดวยแอนติเจน CPAMOZ-cBSA ซ่ึงเตรียมไดจากนําสาร 
AMOZ มาเปล่ียนอนุพันธุใหอยูในรูป CPAMOZ ซ่ึงมีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 333.33 กรัมตอโมล เม่ือ
วิเคราะหดวยวิธี MALDI-TOF MS ไดเทากับ 335.25 ซ่ึงมีน้ําหนักโมเลกุลท่ีใกลเคียงกันและเม่ือ
ทดสอบดูแถบของสารดวยวิธี TLC มีคา Rf อยูท่ี 0.23 ซ่ึงคาดวาสารท่ีไดเปนสาร CPAMOZ  สวน
โปรตีน cBSA เตรียมไดจากโปรตีน BSA ท่ีมีหมูเอมีนเพิ่มข้ึน 31.60 เปอรเซ็นต และมีปริมาณโปรตีน
อยูท่ี 0.761 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เม่ือเทียบน้ําหนักโมเลกุลของ BSA  กับ cBSA ดวย MALDI-TOF 
MS พบวาเพิ่มข้ึนจาก 67,020 เปน 67,268 ดาลตัน ซ่ึงคิดเปนอัตราสวนของ BSA 1 โมเลกุล จะมีหมูเอ
มีนเพิ่ม 15 โมเลกุล โดยจะชวยเพิ่มโอกาสใหสาร CPAMOZ เขาจับหมูเอมีนบนโปรตีน cBSA ซ่ึงการ
เช่ือมติดไดใชสาร NHS และ EDC เปนตัวชวยในการเช่ือมติดไดเปนแอนติเจน CPAMOZ-cBSA ท่ีมี
ปริมาณโปรตีนอยูท่ี 1.78 มิลลิกรัม คิดคาการเช่ือมติดเปน 83.63 เปอรเซ็นต มีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 
76,407 ดาลตัน โดยมีอัตราการเช่ือมติดของ cBSA 1 โมเลกุลจะมีสาร CPAMOZ ติด 27 โมเลกุล 
สําหรับแอนติเจนท่ีใชสําหรับทํา ELISA ใชแอนติเจน CPAMOZ-OVA ซ่ึงมีปริมาณโปรตีน 7.838 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ใหคาการเช่ือมติดเปน 16.20 เปอรเซ็นต เม่ือเช่ือมติดกับสารแลวมีน้ําหนัก
โมเลกุลเพิ่มข้ึนเปน 45,221 ดาลตัน ซ่ึงคิดอัตราสวนการเช่ือมติดของ OVA  1 โมเลกุล จะมีสาร 
CPAMOZ ติด 1.4 โมเลกุล นําแอนติเจนท่ีไดไปใชหาระดับแอนติบอดีในซีรัมของหนูทดลองตัวท่ี 1-5 
พบวาจะใหระดับแอนติบอดีเปน 1:64000   1:16000    1:128000   1:64000    และ 1:128000 ตามลําดับ 

หลังจากทดสอบความจําเพาะของแอนติบอดีในซีรัมกับสารแขงขันอิสระ CPAMOZ  
NPAMOZ  และ AMOZ ท่ีความเขมขน 0  1  10 และ 100  ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร พบวาซีรัมของหนู
ทดลองตัวท่ี 1-5 มีแอนติบอดีท่ีจําเพาะกับสาร CPAMOZ  NPAMOZ  และ AMOZ ในรูปอิสระ เม่ือ
หลอมรวมเซลลมามของหนู 5 ตัว สามารถสรุปไดวาการหลอมรวมเซลล คร้ังท่ี 1  และ 2  ไดจํานวน
เซลลไฮบริโดมาเทากับ 39 และ 18 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ไดเซลลท่ีใหผลบวกตอ CPAMOZ เปน 24 
และ 4 เปอรเซ็นต ตามลําดับเม่ือโคลนเซลลซํ้าใหไดเซลลเดี่ยวพบวาเซลลสูญเสียคุณสมบัติการผลิต
แอนติบอดีตอสาร CPAMOZ หลังจากหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 3 พบวามีเซลลไฟโบรบลาสตข้ึนจํานวน
มากจนบดบังเซลลไฮบริโดมาสงผลใหเซลลตายไปในท่ีสุด จึงหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 4 และ 5 ไดเซลล
ไฮบริโดมาข้ึน 13 และ 84 เปอรเซ็นต ตามลําดับไดเซลลท่ีใหผลบวกตอสาร CPAMOZ  23 และ 14 
เปอรเซ็นต ตามลําดับเม่ือทําการโคลนเซลลเพื่อใหไดเซลลโมโนโคลน จะไดเซลลท่ีผลิตโมโนโคล
นอลแอนติบอดีจํานวน 1 และ 20  โคลน จากการหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 4 และ 5 ตามลําดับ หลังจาก
ทดสอบคุณสมบัติเบ่ืองตนของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท้ังหมด 21  โคลนพบวามีไอโซไทป เปน 
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IgG1 จํานวน 16 โคลน ท่ีเหลือ 1 โคลน เปน IgG2a และอีก 4 โคลนเปน IgG2b จึงทําการทดสอบ
ความเจือจางท่ีเหมาะสมและความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอแอนติเจนท่ีใชในการ
คัดเลือกเซลล ซ่ึงใชแอนติเจน CPAMOZ-OVA   AMOZ-OVA   BSA  และ OVA พบวาทุกโคลนท่ีได
จะใหผลบวกกับแอนติเจน CPAMOZ-OVA และแอนติบอดีจาก 10 โคลนท่ีใหผลบวกกับแอนติเจน 
AMOZ-OVA  สําหรับโปรตีน BSA และ OVA นั้นไมมีแอนติบอดีท่ีใหผลบวกเลย แสดงใหเห็นวาโม
โนโคลนที่ไดท้ังหมดมีโอกาสที่จะจําเพาะตอสารอิสระ CPAMOZ และมีบางแอนติบอดีท่ีมีโอกาส
จําเพาะกับสารอิสระ AMOZ ซ่ึงโคลนท่ีไดจะไมทําปฏิกิริยาขามกับโปรตีน BSA และ OVA ท่ีเช่ือม
กับสาร CPAMOZ ท่ีฉีดกระตุนและคัดเลือกโคลน   

เม่ือนําน้ําเล้ียงเซลลมาหาความเจือจางท่ีเหมาะสมโดยมีระดับความเจือจางของแตละโคลน
แตกตางกัน เปน  ไมเจือจาง  1:25  1:50   และ 1:100 นําไปทดสอบความจําเพาะกับตัวแขงขันอิสระท้ัง 
4 รูป คือ  CPAMOZ  NPAMOZ  AMOZ  และ FTD  ท่ีระดับความเขมขน 0  และ 10  ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร ผลท่ีไดพบวาท้ัง 21 โคลน จะจําเพาะตอสาร CPAMOZ  NPAMOZ   และ FTD โดยมี 2 
โคลนท่ีจําเพาะตอสาร AMOZ ในรูปอิสระ จึงทําการคัดเลือกโคลนท้ังหมด 5 โคลน จาก 21 โคลน 
เพื่อนําไปทดสอบความไวตอสารอิสระท้ัง 4 รูป (AMOZ  CPAMOZ  NPAMOZ และ FTD)  ได
จํานวน 2 โคลน ไดแกโคลน 2E5.1 (AMOZ#2)  และ 2H6 (AMOZ#4)  เลือกโคลนท่ีจําเพาะตอสาร
อิสระ 3 รูป (CPAMOZ  NPAMOZ และ FTD) ไดแกโคลน 4F1 (AMOZ#5)   7H8 (AMOZ#17) และ 
8B1.1 (AMOZ#18) หลังจากนั้นหาความเขมขนของแอนติเจนและแอนติบอดีท่ีเหมาะสมในการ
ทดสอบความจําเพาะและการทําปฏิกิริยาขาม ไดคาปริมาณแอนติเจน CPAMOZ-OVA ท่ีเหมาะสมอยู
ท่ี 0.250 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และระดับแอนติบอดีของโคลน AMOZ#2  AMOZ#4  AMOZ#5  
AMOZ#17  และ AMOZ#18 เปน 1:640  1:40  1:160  1:640  และ 1:320 ตามลําดับ  เม่ือทดสอบ
ปฏิกิริยาขามกับสารในกลุมและสารนอกกลุมพบวาท้ัง 21 โคลนไมเกิดปฏิกิริยาขามกับสารในกลุมไน
โตรฟูแรน และสารนอกกลุมไนโตรฟูแรน ไดคาการเกิดปฏิกิริยาขามนอยกวา 0.01 เปอรเซ็นตจึง
แสดงใหเห็นวา โมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีไดนั้นมีความจําเพาะเจาะจงตอสารอิสระท้ัง 4 รูป 
 เม่ือทดสอบความไวตอสารอิสระของโมโนโคลนท้ัง 5 โคลนท่ีมีความไวตอสารอิสระท้ัง 4 
รูป ไดสูงสุดคือ AMOZ#2 ใหคา IC50 ตอ AMOZ  CPAMOZ  NPAMOZ และ FTD ในรูปอิสระได
เทากับ 14.980  1.185  1.594  และ 0.355 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ และมีคา LOD เทากับ 1.420  
0.170  0.135 และ 0.118 นาโนกรัมตอมิลลิลิตรตามลําดับ โมโนโคลนท่ีมีความไวรองมาคือ 
AMOZ#18 ใหคา IC50 ตอ CPAMOZ  NPAMOZ และ FTD ในรูปอิสระไดเทากับ 1.196  12.770  และ 
0.591 นาโนกรัมตอมิลลิลิตรตามลําดับ และใหคา LOD เทากับ  0.200  0.135  0.122 นาโนกรัมตอ
มิลลิลิตรตามลําดับ  จึงคัดเลือกโมโนโคลนท้ัง 2 มาเล้ียงเพื่อนําโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีไดมาทํา
ใหบริสุทธ์ิ ผลท่ีไดคือ โมโนโคลน AMOZ#2  และ AMOZ#18  ท่ีบริสุทธ์ิจะมีปริมาณโปรตีนเทากับ 
1.5 และ 1.9 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และมีปริมาณแอนติบอดีเทากับ 1.48  และ 2.04 มิลลิกรัมตอ
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มิลลิลิตรตามลําดับ โมโนโคลนอลแอนติบอดีมีความบริสุทธ์ิ  95.5 และ 107  เปอรเซ็นตตามลําดับ ซ่ึง
สามารถตรวจสอบความบริสุทธ์ิและนํ้าหนักของแอนติบอดีท่ีไดจากการทํา SDS-PAGE และ western 
blot โดยพบวา แอนติบอดีโคลน AMOZ#2 (IgG2b) จะใหแถบของ Heavy chain 2 สาย ซ่ึงมีขนาดอยูท่ี 
69.12  และ 63.32 กิโลดาลตัน และพบวาท้ัง 2 แถบ ยังแสดงผลในฟลม x-ray ท่ีไดจากการทํา western 
blot แสดงวาสาย Heavy chain ท้ัง 2 สายน้ี เปนแถบของแอนติบอดี และไดสาย Light chain มีขนาด 
28.33 กิโลดาลตัน  สําหรับโคลน AMOZ#18 (IgG1) แถบของ Heavy chain และ Light chain อยูท่ี 
58.69  และ 25.21 กิโลดาลตัน  ตามลําดับ หลังจากนั้นทดสอบความไวตอสารอิสระของโมโนโคล
นอลแอนติบอดีท่ีผานการทําใหบริสุทธ์ิ ผลท่ีไดคือแอนติบอดีท่ีไดจากโคลน AMOZ#2 จะมีความไว
ตอสารอิสระ AMOZ  CPAMOZ  NPAMOZ และ FTD มากข้ึน ซ่ึงโคลน AMOZ#2 จะมีความไวสูง
สุดโดยใหคา IC50 ตอสารอิสระดังกลาวเปน 5.333  0.023  0.200 และ 1.330 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร
ตามลําดับมีคาปริมาณของสารต่ําสุดท่ีสามารถตรวจวัดได (LOD) เปน 0.150 1.298x10-3 0.997x10-3   
และ 0.174 นาโนกรัมตอมิลลิลิตรตามลําดับ ซ่ึงมีความไวเพียงพอสําหรับใชพัฒนาตอในการทําชุด
ตรวจสอบสารตกคาง AMOZ ซ่ึงคามาตรฐาน (MRLs) ท่ีกําหนดโดยสํานักงานคณะกรรมการอาหาร
และยา ไดกําหนดใหคา MRLs ของสารตกคาง AMOZ อยูท่ี 0.3 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร   
 สรุปไดวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีไดจากการวิจัยในคร้ังนี้ สามารถนําไปพัฒนาเปนชุด
ตรวจท่ีอาศัยหลักการ ELISA ประเภท indirect competitive ELISA และ  direct ELISA ได เนื่องจากโม
โนโคลนอลแอนติบอดีมีความไวและความจําเพาะตอสารเมแทบอไลตไนโตรฟูแรนฟูรัลทาโดน 
เพียงพอเนื่องจากสามารถตรวจวัดสารดังกลาวในรูปอิสระไดปริมาณตํ่ากวาคามาตรฐานท่ีกําหนดและ
ไมมีปฏิกิริยาขามกับสารในกลุมไนโตรฟูแรนตัวอ่ืนๆ และสารนอกกลุม จึงสามารถนําไปพัฒนาเปน
ชุดตรวจสําหรับตรวจสาร AMOZ ท่ีตกคางในอาหารสําหรับบริโภคไดตอไป 
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ภาคผนวก ก 
 
ตารางท่ี ก.1  คาดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 750 นาโนเมตร ของสารละลายโปรตีนมาตรฐานBSA 

 ปริมาณโปรตีน BSA 
(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

คาดูดกลืนแสงท่ี 
750 นาโนเมตร 

0 0 
25 0.077 
50 0.123 
100 0.204 
125 0.243 
250 0.451 
500 0.850 

 

y = 0.0017x

R2 = 0.991
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รูปท่ี ก.1  กราฟโปรตีน BSA  มาตรฐาน 
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ตารางผนวกท่ี ก.2  คาดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 750 นาโนเมตร ของสารละลายโปรตีนมาตรฐาน BSA 
 ปริมาณโปรตีน BSA 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
คาดูดกลืนแสงท่ี 
750 นาโนเมตร 

0 0 
31.25 0.055 
62.5 0.106 
125 0.215 
250 0.436 
500 0.826 

 

y = 0.0017x

R2 = 0.999
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รูปท่ี ก.2  กราฟโปรตีน BSA  มาตรฐาน 

 
ตารางผนวกท่ี ก.3  คาดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 750 นาโนเมตร ของสารละลายโปรตีนมาตรฐาน OVA 

 ปริมาณโปรตีน OVA 
(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

คาดูดกลืนแสงท่ี 
750 นาโนเมตร 

0 0 
31.25 0.050 
62.5 0.111 
125 0.250 
250 0.432 
500 0.780 
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y = 0.0016x

R2 = 0.9901
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รูปผนวกท่ี ก.3  กราฟโปรตีน OVA  มาตรฐาน 

 
 
ตารางท่ี ก.4  แสดงคาดูดกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตรท่ีไดจากวิธี Indirect ELISA  ของซีรัมหนู
ทดลองกอนหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 1 ไดแสดงในผลการทดลองรูปท่ี 4.8.1 
 

แอนติเจนท่ีใชเคลือบจาน 96 หลุม 
(3 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

ความเจือจางของซีรัม CPAMOZ-OVA BSA 

1:500 2.654 0.565 
1:1000 2.653 0.497 
1:2000 1.929 0.374 
1:4000 1.313 0.297 
1:8000 0.840 0.195 
1:16000 0.509 0.169 
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ตารางท่ี ก.5  แสดงคาดูดกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตรท่ีไดจากวิธี Indirect ELISA  ของซีรัมหนู
ทดลองกอนหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 2 ไดแสดงในผลการทดลองรูปท่ี 4.8.2 
 

แอนติเจนท่ีใชเคลือบจาน 96 หลุม  
(3 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

ความเจือจางของซีรัม  CPAMOZ-OVA  BSA 

1:500 2.060 2.532 
1:1000 1.239 1.587 
1:2000 0.776 1.122 
1:4000 0.450 0.818 
1:8000 0.314 0.821 
1:16000 0.255 0.383 

 
ตารางท่ี ก.6  แสดงคาดูดกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตรท่ีไดจากวิธี Indirect ELISA  ของซีรัมหนู
ทดลองกอนหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 3 ไดแสดงในผลการทดลองรูปท่ี 4.8.3 
 

แอนติเจนท่ีใชเคลือบจาน 96 หลุม  
(3 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

ความเจือจางของซีรัม  CPAMOZ-OVA  BSA 

1:500 2.273 2.019 
1:1000 2.112 1.662 
1:2000 1.752 1.229 
1:4000 1.654 0.770 
1:8000 1.276 0.711 
1:16000 0.956 0.604 

1:32000 0.750 0.408 
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ตารางท่ี ก.7  แสดงคาดูดกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตรท่ีไดจากวิธี Indirect ELISA  ของซีรัมหนู
ทดลองกอนหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 4 ไดแสดงในผลการทดลองรูปท่ี 4.8.4 
 

แอนติเจนท่ีใชเคลือบจาน 96 หลุม  
(3 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

ความเจือจางของซีรัม CPAMOZ-OVA   BSA 

1:500 2.090 1.846 
1:1000 1.592 1.305 
1:2000 1.391 0.875 
1:4000 1.106 0.593 
1:8000 0.753 0.437 
1:16000 0.645 0.228 

1:32000 0.437 0.193 

1:64000 0.339 0.174 

 
ตารางท่ี ก.8  แสดงคาดูดกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตรท่ีไดจากวิธี Indirect ELISA  ของซีรัมหนู
ทดลองกอนหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 5 ไดแสดงในผลการทดลองรูปท่ี 4.8.5 
 

ความเจือจางของซีรัม แอนติเจนท่ีใชเคลือบจาน 96 หลุม (3 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

 CPAMOZ-OVA BSA OVA 

1:500 2.694 1.765 0.460 
1:1000 2.701 1.063 0.509 
1:2000 2.434 0.483 0.352 
1:4000 2.145 0.495 0.280 
1:8000 1.362 0.256 0.171 
1:16000 0.847 0.176 0.192 

1:32000 0.491 0.193 0.193 

1:64000 0.347 0.136 0.140 

1:128000 0.281 0.108 0.162 
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รูปท่ี ก.4  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี AMOZ#2 ตอสาร CPAMOZ ดวย  
โปรแกรม  Graphpad Prism 4.03 
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รูปท่ี ก.5  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี AMOZ#4 ตอสาร CPAMOZ ดวย  

โปรแกรม  Graphpad Prism 4.03 
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รูปท่ี ก.6  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี AMOZ#5 ตอสาร CPAMOZ ดวย  

โปรแกรม  Graphpad Prism 4.03 
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รูปท่ี ก.7  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี AMOZ#17 ตอสาร CPAMOZ ดวย  

โปรแกรม  Graphpad Prism 4.03 
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รูปท่ี ก.8  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี AMOZ#18 ตอสาร CPAMOZ ดวย  

โปรแกรม  Graphpad Prism 4.03 
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รูปท่ี ก.9  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี AMOZ#2 ตอสาร NPAMOZ ดวย  

โปรแกรม  Graphpad Prism 4.03 
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รูปท่ี ก.10  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี AMOZ#4 ตอสาร NPAMOZ ดวย 
    โปรแกรม  Graphpad Prism 4.03 

 
รูปท่ี ก.11  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี AMOZ#5 ตอสาร NPAMOZ ดวย 
    โปรแกรม  Graphpad Prism 4.03 
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รูปท่ี ก.12  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี AMOZ#17 ตอสาร NPAMOZ ดวย 
    โปรแกรม  Graphpad Prism 4.03 
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รูปท่ี ก.13  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี AMOZ#18 ตอสาร NPAMOZ ดวย 
    โปรแกรม  Graphpad Prism 4.03 

 
รูปท่ี ก.14  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี AMOZ#2 ตอสาร AMOZ ดวย  โปรแกรม 
     Graphpad Prism 4.03 
 

 
รูปท่ี ก.15  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี AMOZ#4 ตอสาร AMOZ ดวย  โปรแกรม 
     Graphpad Prism 4.03 
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รูปท่ี ก.16  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี AMOZ#2 ตอสาร FTD ดวย  โปรแกรม 
     Graphpad Prism 4.03 
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รูปท่ี ก.17  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี AMOZ#4 ตอสาร FTD ดวย  โปรแกรม 
     Graphpad Prism 4.03 
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รูปท่ี ก.18  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี AMOZ#5 ตอสาร FTD ดวย  โปรแกรม 
     Graphpad Prism 4.03 
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รูปท่ี ก.19  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี AMOZ#17 ตอสาร FTD ดวยโปรแกรม 
     Graphpad Prism 4.03 
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รูปท่ี ก.20  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี AMOZ#18 ตอสาร FTD ดวยโปรแกรม 
     Graphpad Prism 4.03 
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ตารางที่ ก.9  คาดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร ในการทดสอบดวยวิธี Indirect competitive  ELISA กับสารในกลุมไนโตรฟูแรน  ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 
AMOZ#1 (1F2)   AMOZ#2 (2E5.1)    AMOZ#3 (2E9)  และ AMOZ#4 (2H6) 
 

Clone AMOZ#1 Clone AMOZ#2 Clone AMOZ#3 Clone AMOZ#4 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

สารในกลุมไนโตรฟูแรน 

0 10 0 10 0 10 0 10 
CPAMOZ (derivative form) 0.943 0.131 1.044 0.124 0.950 0.150 1.085 0.127 
NPAMOZ (derivative form) 0.810 0.135 1.068 0.103 0.999 0.139 0.915 0.105 

AMOZ (metabolite form) 0.835 0.829 0.923 0.127 0.984 1.111 1.073 0.124 
Furaltadone (FTD; parent drug form) 1.145 0.156 1.399 0.140 1.234 0.180 1.422 0.089 

Furazolidone (FZD; parent drug form) 1.304 1.240 1.463 1.282 1.304 1.179 1.576 1.323 
AOZ (metabolite form) 0.997 0.923 1.117 0.978 1.057 1.060 0.907 0.943 

NPAOZ (derivative form) 1.167 1.113 1.315 1.282 1.145 1.243 1.233 1.250 
Nitrofurantoin (NFT; parent drug form) 1.220 1..087 1.467 1.310 1.052 1.179 1.281 1.443 

AHD (metabolite form) 1.121 1.025 1.176 1.098 1.204 1.159 1.139 1.036 
NPAHD (derivative  form) 1.108 1.280 1.300 1.290 1.268 1.289 1.279 1.234 

Nitrofurazone (NFZ; parent drug form) 1.199 1.230 1.330 1.259 1.305 1.155 1.263 1.277 
SCA (metabolite form) 1.039 0.996 1.263 1.061 1.038 0.920 1.074 1.101 

NPSCA (derivative  form) 1.127 1.111 1.274 1.177 1.291 1.335 1.263 1.155 
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ตารางที่ ก.10  คาดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร ในการทดสอบดวยวิธี Indirect competitive  ELISA กับสารในกลุมไนโตรฟูแรน  ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 
AMOZ#5 (4F1)   AMOZ#6 (4H3)    AMOZ#7 (5A7)  และ AMOZ#8 (5F1) 
 

Clone AMOZ#5 Clone AMOZ#6 Clone AMOZ#7 Clone AMOZ#8 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

สารในกลุมไนโตรฟูแรน 

0 10 0 10 0 10 0 10 
CPAMOZ (derivative form) 1.106 0.142 1.094 0.109 0.782 0.193 0.810 0.165 
NPAMOZ (derivative form) 1.044 0.141 1.065 0.106 0.645 0.422 0.864 0.152 

AMOZ (metabolite form) 1.040 0.965 1.007 1.043 0.734 0.727 1.019 0.663 
Furaltadone (FTD; parent drug form) 1.552 0.203 1.541 0.187 1.178 0.194 1.171 0.172 

Furazolidone (FZD; parent drug form) 1.432 1.328 1.805 1.577 1.153 0.979 1.224 1.241 
AOZ (metabolite form) 1.263 1.195 1.208 1.283 0.663 0.861 0.903 0.949 

NPAOZ (derivative form) 1.504 1.395 1.516 1.415 0.869 0.889 1.250 1.266 
Nitrofurantoin (NFT; parent drug form) 1.628 1.427 1.374 0.900 1.097 0.843 1.218 0.951 

AHD (metabolite form) 1.326 1.231 1.278 1.306 0.679 0.683 0.911 0.998 
NPAHD (derivative  form) 1.416 1.534 1.761 1.595 1.067 0.999 1.400 1.302 

Nitrofurazone (NFZ; parent drug form) 1.314 1.341 1.088 1.124 0.975 0.851 1.149 0.926 
SCA (metabolite form) 1.129 1.154 1.222 1.198 0.711 0.690 1.011 0.973 

NPSCA (derivative  form) 1.445 1.258 1.590 1.550 1.043 1.031 1.132 1.204 
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ตารางที่ ก.11  คาดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร ในการทดสอบดวยวิธี Indirect competitive  ELISA กับสารในกลุมไนโตรฟูแรน  ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 
AMOZ#9 (5G10.2)   AMOZ#10 (5G10.3)    AMOZ#11 (5H7)  และ AMOZ#12 (6B3.1) 
 

Clone AMOZ#9 Clone AMOZ#10 Clone AMOZ#11 Clone AMOZ#12 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

สารในกลุมไนโตรฟูแรน 

0 10 0 10 0 10 0 10 
CPAMOZ (derivative form) 0.821 0.126 1.077 0.182 0.776 0.122 0.874 0.118 
NPAMOZ (derivative form) 0.792 0.113 0.915 0.115 0.835 0.106 0.888 0.145 

AMOZ (metabolite form) 0.819 0.755 1.048 0.836 0.799 0.664 0.890 0.592 
Furaltadone (FTD; parent drug form) 1.075 0.194 1.392 0.129 1.119 0.143 0.896 0.064 

Furazolidone (FZD; parent drug form) 1.179 1.072 1.165 1.123 1.167 1.166 1.055 1.268 
AOZ (metabolite form) 0.844 0.898 0.796 1.013 0.969 0.918 0.925 0.991 

NPAOZ (derivative form) 1.111 1.116 1.071 1.122 1.205 1.134 1.204 1.193 
Nitrofurantoin (NFT; parent drug form) 1.047 0.970 1.366 1.231 1.077 0.982 1.272 1.149 

AHD (metabolite form) 0.902 0.854 1.023 1.054 0.995 0.898 0.990 0.961 
NPAHD (derivative  form) 1.168 1.152 1.291 1.203 1.238 1.193 1.263 1.077 

Nitrofurazone (NFZ; parent drug form) 1.070 1.015 1.430 1.322 1.077 1.014 1.226 1.108 
SCA (metabolite form) 0.916 0.865 1.055 1.141 0.932 0.867 0.802 0.933 

NPSCA (derivative  form) 1.150 1.190 1.082 1.152 1.204 1.044 1.030 1.214 
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ตารางที่ ก.12  คาดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร ในการทดสอบดวยวิธี Indirect competitive  ELISA กับสารในกลุมไนโตรฟูแรน  ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 
AMOZ#13 (6B3.2)   AMOZ#14 (6B3.3)    AMOZ#15 (6G2)  และ AMOZ#16 (7G4) 
 

Clone AMOZ#13 Clone AMOZ#14 Clone AMOZ#15 Clone AMOZ#16 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

สารในกลุมไนโตรฟูแรน 

0 10 0 10 0 10 0 10 
CPAMOZ (derivative form) 0.981 0.112 1.062 0.109 1.116 0.185 1.069 0.467 
NPAMOZ (derivative form) 1.188 0.125 1.153 0.164 1.162 0.173 0.981 0.121 

AMOZ (metabolite form) 1.146 0.862 1.149 0.794 1.302 1.127 1.111 1.131 
Furaltadone (FTD; parent drug form) 1.576 0.117 1.655 0.109 1.629 0.141 1.177 0.403 

Furazolidone (FZD; parent drug form) 1.542 1.513 1.635 1.515 1.552 1.775 1.463 1.687 
AOZ (metabolite form) 1.216 1.291 1.268 1.296 1.341 1.462 1.271 1.240 

NPAOZ (derivative form) 1.605 1.550 1.829 1.481 1.351 1.631 1.255 1.370 
Nitrofurantoin (NFT; parent drug form) 1.428 1.456 0.609 0.674 1.407 1.527 1.062 1.235 

AHD (metabolite form) 1.240 1.304 1.278 1.244 1.359 1.424 1.151 1.240 
NPAHD (derivative  form) 1.559 1.660 1.492 1.451 1.668 1.794 1.635 1.460 

Nitrofurazone (NFZ; parent drug form) 1.562 1.507 1.248 1.175 1.713 1.472 1.217 1.260 
SCA (metabolite form) 1.200 1.252 1.187 1.177 1.273 1.316 1.088 1.150 

NPSCA (derivative  form) 1.675 1.474 1.292 1.488 1.899 1.744 1.648 1.530 
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ตารางที่ ก.13  คาดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร ในการทดสอบดวยวิธี Indirect competitive  ELISA กับสารในกลุมไนโตรฟูแรน  ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 
AMOZ#17 (7H8)   AMOZ#18 (8B1.1)    AMOZ#19 (8B4)  และ AMOZ#20 (8E2) 
 

Clone AMOZ#17 Clone AMOZ#18 Clone AMOZ#19 Clone AMOZ#20 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

สารในกลุมไนโตรฟูแรน 

0 10 0 10 0 10 0 10 
CPAMOZ (derivative form) 0.906 0.513 0.726 0.136 0.716 0.139 0.922 0.130 
NPAMOZ (derivative form) 0.821 0.330 0.730 0.106 0.745 0.084 0.769 0.124 

AMOZ (metabolite form) 0.901 0.971 0.745 0.690 0.808 0.740 0.821 0.753 
Furaltadone (FTD; parent drug form) 1.136 0.267 0.998 0.121 0.933 0.119 0.717 0.096 

Furazolidone (FZD; parent drug form) 1.156 1.252 1.127 1.243 1.191 1.383 1.096 1.356 
AOZ (metabolite form) 0.969 0.977 0.773 0.817 0.922 0.855 0.962 0.926 

NPAOZ (derivative form) 1.173 1.156 0.940 1.073 1.025 1.088 1.085 1.116 
Nitrofurantoin (NFT; parent drug form) 1.182 1.168 0.960 1.017 0.989 1.269 0.845 1.052 

AHD (metabolite form) 1.013 1.013 0.973 0.760 0.922 0.898 0.860 0.910 
NPAHD (derivative  form) 1.228 1.291 1.025 1.164 1.042 1.207 1.050 1.180 

Nitrofurazone (NFZ; parent drug form) 1.144 1.243 1.147 1.145 0.937 1.064 1.286 1.137 
SCA (metabolite form) 0.981 0.938 0.813 0.817 0.801 0.851 0.897 0.871 

NPSCA (derivative  form) 1.170 1.383 1.182 1.130 1.111 1.250 1.181 1.235 
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ตารางที่ ก.14  คาดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร ในการทดสอบดวยวิธี Indirect competitive  ELISA กับสารนอกกลุมไนโตรฟูแรน  ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 
AMOZ#1 (1F2)   AMOZ#2 (2E5.1)    AMOZ#3 (2E9)  และ AMOZ#4 (2H6) 
 

Clone AMOZ#1 Clone AMOZ#2 Clone AMOZ#3 Clone AMOZ#4 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

สารในกลุมไนโตรฟูแรน 

0 10 0 10 0 10 0 10 
3-carboxybenzaldehyde (CBA) 1.310 1.171 1.353 1.319 1.180 1.234 1.394 1.190 
เคลนบูเทอรอล (Clenbuteral) 1.608 1.460 1.591 1.616 1.506 1.600 1.443 1.667 

ซัลบูตามอล (Salbutamal) 1.006 0.982 1.123 1.120 1.163 1.067 0.977 1.018 
คลอแรมเฟนิคอล (CAP) 1.346 1.252 1.487 1.496 1.607 1.362 1.633 1.673 

นอรฟลอรกซาซิน (Norfloxacin) 1.092 1.060 1.081 1.108 0.572 0.464 1.168 1.094 
เพนิซิลลิน จี (Penicilin G) 1.416 1.337 1.857 1.730 1.734 1.668 1.685 1.485 
ฟลูมิควิน (Flumequine)  1.393 1.318 1.651 1.432 1.675 1.507 1.658 1.587 

ออกซิเตรทตาไซคริน (Oxytetracycline) 1.097 0.966 1.089 1.114 1.047 0.960 1.038 1.047 
ตัวควบคุมบวก (CPAMOZ) 0.943 0.131 1.044 0.124 0.950 0.150 1.085 0.127 

ตัวควบคุมลบ(อาหาร RPMI 1640) 0.151 0.084 0.121 0.084 0.105 0.094 0.077 0.185 
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ตารางที่ ก.15  คาดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร ในการทดสอบดวยวิธี Indirect competitive  ELISA กับสารนอกกลุมไนโตรฟูแรน  ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 
AMOZ#5 (4F1)   AMOZ#6 (4H3)    AMOZ#7 (5A7)  และ AMOZ#8 (5F1) 
 

Clone AMOZ#5 Clone AMOZ#6 Clone AMOZ#7 Clone AMOZ#8 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

สารในกลุมไนโตรฟูแรน 

0 10 0 10 0 10 0 10 
3-carboxybenzaldehyde (CBA) 1.164 1.450 1.705 1.375 0.894 0.949 1.010 1.073 
เคลนบูเทอรอล (Clenbuteral) 1.805 1.738 1.227 1.263 1.177 1.212 1.486 1.430 

ซัลบูตามอล (Salbutamal) 1.186 1.206 1.223 1.165 0.886 0.713 0.972 0.975 
คลอแรมเฟนิคอล (CAP) 1.697 1.566 0.969 0.964 1.176 1.169 1.377 1.315 

นอรฟลอรกซาซิน (Norfloxacin) 1.284 1.306 1.222 1.292 0.684 0.704 1.032 1.019 
เพนิซิลลิน จี (Penicilin G) 1.949 1.831 1.845 1.739 1.131 1.243 1.501 1.583 
ฟลูมิควิน (Flumequine)  1.813 1.725 1.996 1.763 1.185 1.040 1.627 1.457 

ออกซิเตรทตาไซคริน (Oxytetracycline) 1.202 1.218 1.287 1.220 0.856 0.855 1.009 0.977 
ตัวควบคุมบวก (CPAMOZ) 1.106 0.142 1.094 0.109 0.782 0.193 0.810 0.165 

ตัวควบคุมลบ(อาหาร RPMI 1640) 0.111 0.180 0.212 0.226 0.208 0.111 0.129 0.225 
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ตารางที่ ก.16  คาดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร ในการทดสอบดวยวิธี Indirect competitive  ELISA กับสารนอกกลุมไนโตรฟูแรน  ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 
AMOZ#9 (5G10.2)   AMOZ#10 (5G10.3)    AMOZ#11 (5H7)  และ AMOZ#12 (6B3.1) 
 

Clone AMOZ#9 Clone AMOZ#10 Clone AMOZ#11 Clone AMOZ#12 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

สารในกลุมไนโตรฟูแรน 

0 10 0 10 0 10 0 10 
3-carboxybenzaldehyde (CBA) 1.089 0.973 1.121 1.220 1.144 1.157 1.277 1.069 
เคลนบูเทอรอล (Clenbuteral) 1.201 1.312 1.628 1.501 1.294 1.430 1.677 1.618 

ซัลบูตามอล (Salbutamal) 0.788 0.876 1.097 1.049 0.986 0.929 0.941 0.969 
คลอแรมเฟนิคอล (CAP) 1.208 1.260 1.456 1.673 1.456 1.395 1.397 1.509 

นอรฟลอรกซาซิน (Norfloxacin) 0.964 0.962 0.874 0.981 1.052 1.077 0.971 1.011 
เพนิซิลลิน จี (Penicilin G) 1.472 1.367 1.524 1.644 1.475 1.452 1.562 1.575 
ฟลูมิควิน (Flumequine)  1.426 1.355 1.932 1.743 1.449 1.439 1.575 1.471 

ออกซิเตรทตาไซคริน (Oxytetracycline) 0.908 0.852 1.081 1.019 0.973 0.963 0.917 0.945 
ตัวควบคุมบวก (CPAMOZ) 0.821 0.126 1.077 0.182 0.776 0.122 0.874 0.118 

ตัวควบคุมลบ(อาหาร RPMI 1640) 0.111 0.180 0.212 0.226 0.208 0.111 0.129 0.225 
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ตารางที่ ก.17  คาดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร ในการทดสอบดวยวิธี Indirect competitive  ELISA กับสารนอกกลุมไนโตรฟูแรน  ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 
AMOZ#13 (6B3.2)   AMOZ#14 (6B3.3)    AMOZ#15 (6G2)  และ AMOZ#16 (7G4) 
 

Clone AMOZ#13 Clone AMOZ#14 Clone AMOZ#15 Clone AMOZ#16 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

สารในกลุมไนโตรฟูแรน 

0 10 0 10 0 10 0 10 
3-carboxybenzaldehyde (CBA) 1.544 1.562 1.530 1.479 1.860 1.859 1.630 1.708 
เคลนบูเทอรอล (Clenbuteral) 1.427 1.506 1.876 1.790 2.012 2.132 1.946 1.889 

ซัลบูตามอล (Salbutamal) 1.131 1.142 1.005 1.044 1.341 1.369 1.111 1.235 
คลอแรมเฟนิคอล (CAP) 0.734 0.668 1.838 1.891 1.779 2.064 1.791 1.887 

นอรฟลอรกซาซิน (Norfloxacin) 1.237 1.198 1.097 1.151 1.338 1.423 1.315 1.223 
เพนิซิลลิน จี (Penicilin G) 1.839 1.754 2.027 2.072 1.932 2.241 1.836 2.101 
ฟลูมิควิน (Flumequine)  1.527 1.912 1.924 1.936 2.135 2.241 1.948 2.043 

ออกซิเตรทตาไซคริน (Oxytetracycline) 1.185 1.200 1.123 1.108 1.402 1.404 1.177 1.260 
ตัวควบคุมบวก (CPAMOZ) 0.981 0.112 1.062 0.109 1.116 0.185 1.069 0.467 

ตัวควบคุมลบ(อาหาร RPMI 1640) 0.111 0.180 0.212 0.226 0.208 0.111 0.129 0.225 
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ตารางที่ ก.18  คาดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร ในการทดสอบดวยวิธี Indirect competitive  ELISA กับสารนอกกลุมไนโตรฟูแรน  ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 
AMOZ#17 (7H8)   AMOZ#18 (8B1.1)    AMOZ#19 (8B4)  และ AMOZ#20 (8E2) 
 

Clone AMOZ#17 Clone AMOZ#18 Clone AMOZ#19 Clone AMOZ#20 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

สารในกลุมไนโตรฟูแรน 

0 10 0 10 0 10 0 10 
3-carboxybenzaldehyde (CBA) 1.291 1.351 1.324 1.205 1.251 1.439 1.483 1.512 
เคลนบูเทอรอล (Clenbuteral) 1.421 1.591 1.468 1.462 1.353 1.538 1.426 1.654 

ซัลบูตามอล (Salbutamal) 0.675 0.774 0.809 0.938 0.908 1.023 0.824 0.962 
คลอแรมเฟนิคอล (CAP) 1.689 1.510 1.265 1.463 1.379 1.629 1.443 1.722 

นอรฟลอรกซาซิน (Norfloxacin) 0.858 0.972 0.937 0.946 1.035 0.971 0.898 1.104 
เพนิซิลลิน จี (Penicilin G) 1.808 1.580 1.349 1.541 1.754 1.478 1.586 1.827 
ฟลูมิควิน (Flumequine)  1.570 1.652 1.450 1.618 1.473 1.663 1.533 1.703 

ออกซิเตรทตาไซคริน (Oxytetracycline) 0.929 1.064 0.922 1.014 0.941 0.988 0.929 0.946 
ตัวควบคุมบวก (CPAMOZ) 0.906 0.513 0.726 0.136 0.716 0.139 0.922 0.130 

ตัวควบคุมลบ(อาหาร RPMI 1640) 0.111 0.180 0.212 0.226 0.208 0.111 0.129 0.225 
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รูปท่ี ก.21  กราฟมาตรฐานในการหาปริมาณโปรตีนของโมโนโคลนอลแอนติบอดีดวยวิธี BCA  
 
 
 

กราฟมาตรฐานหาปริมาณ แอนติบอดี
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รูปท่ี ก.22  กราฟมาตรฐานในการหาปริมาณแอนติบอดีของโมโนโคลนอลแอนติบอดีดวยวิธี ELISA  
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รูปท่ี ก.23 กราฟแสดงความสัมพันธระหวางคา Rf กับ น้ําหนักโมเลกุล (kDa) ของโปรตีนมาตรฐานท่ี
ใชในการเทียบหาน้ําหนักโมเลกุลของโมโนโคลนอลแอนติบอดี (หลังจากทําใหบริสุทธ์ิ) ดวยเทคนิค  
SDS-PAGE   
 
ตารางท่ี ก.19  แสดงคา Rf กับ น้ําหนักโมเลกุล (kDa) ท่ีไดจากการหาน้ําหนักโมเลกุลของแอนติบอดี
ดวยเทคนิค  SDS-PAGE   
 

โปรตีน Molecular weight 
(kDa) 

Relative mobility 
(Rf) 

b-galactosidase 
Bovine serum albumin 
Ovalbumin 
Carbonic anhydrase 
b-lactoglobulin 
Lysozyme 

118 
86 
49 
34 
24 
19 

0.176 
0.314 
0.520 
0.755 
0.941 
1.000 

FBS 75.31 0.366 
โมโนโคลนอลแอนติบอดี AMOZ#2 ในน้ําเล้ียงเซลล 74.84 0.369 
แอนติบอดีจากโมโนโคลนอลแอนติบอดี AMOZ#2 (IgG2b) หลังจากทํา
ใหบริสุทธ์ิดวยโปรตีน เอ โดยใชหลักการของ affinity chromatography    

69.12 
63.92 
28.33 

0.408 
0.447 
0.835 

อาหารที่ไดจากการเล้ียงเซลลโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนAMOZ#18 74.84 0.369 
แอนติบอดีจากโมโนโคลนอลแอนติบอดี AMOZ#18 (IgG1) หลังจากทํา
ใหบริสุทธ์ิดวย Protein A โดยใชหลักการของ affinity chromatography    

58.69 
25.21 

0.490 
0.882 
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การเตรียมสาร 
1. การเตรียมสารละลาย Ninhydrin สําหรับใชในเทคนิค TLC ในขั้นตอนการเตรียม CPAMOZ 
   Ninhydrin staining (Ninhydrin  Solution) 
   นินไฮดริน  20 มิลลิกรัม 
   Butanol   9.5 มิลลิลิตร 

  10% Acetic acid  5 มิลลิลิตร 
 

2. การเตรียมสารละลายตางๆ สําหรับใชการหาปริมาณโปรตีนของแอนติเจนท่ีเตรียมได 
 วิธี Lowry’s  method 
 Solution A : 2% Na2CO3 ละลายใน  0.1 N  NaOH 
 Solution B1 : 1% Coupper sulfate  (CuSO4.5H2O) ละลายในน้ํากล่ัน 
 Solution B2 : 2% Potassium tartate ละลายในน้ํากล่ัน 
 Solution C  : Solution  A : B1 : B2  อัตราสวน 100 : 1 : 1 โดยเติม B1 , A และ B2 ตามลําดับ 
 Solution D  : Folin-Ciocalteu phenol reagent  เจือจางกับน้ํากล่ันในอัตราสวน  
   Folin : น้ํา DI   (1 : 1) เตรียมกอนใชงาน 
 วิธีการ   
 1. นําสารละลายตัวอยาง หรือ สารละลายมาตรฐานปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
 2. เติมสารละลาย C ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน จับเวลา 10 นาที 
 3. เติมสารละลาย D ท่ีเจือจางปริมาตร 50 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน 
 4. ตั้งท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา  30 นาที 
 5. นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเคร่ือง Spectrometer UV/vis ท่ีความยาวคล่ืน 
  750 นาโนเมตร 
 หมายเหตุ  ควรวัดคาการดูดกลืนแสงภายใน 30 นาที 
 
3. การเตรียมสารละลายสําหรับวัดประสิทธิภาพการเชื่อมตอสาร CPAMOZ กับโปรตีนพาหะ 

1. 0.1 M Sodium bicarbonate buffer, pH 8.5 
 Na2CO3   0.027 โมลลาร (M) 
 NaHCO3  0.063 โมลลาร (M) 
 น้ํากล่ัน   1000  มิลลิลิตร 
2. 0.05% TNBS (Picrylsulfonic acid) 

  Stock 5% TNBS (w/v) ละลายใน methanol 
  - Picrylsulfonic acid 5     กรัม 
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  - methanol  100 มิลลิลิตร 
 เจือจาง Stock 5% TNBS เปน 0.05% TNBS ในสารละลาย บัฟเฟอร  0.1 M Sodium 
 bicarbonate, pH 8.5 
 

3. 10% SDS (Sodium dodecyl sulphate) 
  SDS   1 กรัม 
  น้ํากล่ัน  10 มิลลิลิตร 
 

4. 1 N  HCl 
Conc. HCl  7.7 มิลลิลิตร 
ปรับดวยน้ํากล่ันใหไดปริมาตรสุดทายเปน  250  มิลลิลิตร 

  
 วิธีการ  
 1. นําสารละลาย 0.05% TNBS ปริมาตร 75  ไมโครลิตร 
 2. เติมตัวอยางท่ีตองการตรวจสอบ หรือ สารละลายมาตรฐาน ท่ีความเจือจางตางๆ  
 ปริมาตร  150 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน บมไวท่ีอุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส เปน 
 เวลา 2 ชั่วโมง 
 3. เติมสารละลาย 10% SDS  ปริมาตร 75 ไมโครลิตร 
 4. เติมสารละลาย 1 N HCl  ปริมาตร 37.5 ไมโครลิตร 
 5. นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 335 นาโนเมตร 
 6. นําคาดูดกลืนแสงท่ีไดมาคํานวณหาคาเปอรเซ็นตของการเช่ือมติด 
 
% การเช่ือมติด = [(คาดูดกลืนแสงโปรตีนพาหะ – คาดูดกลืนแสงสารที่เช่ือมติดกับโปรตีน) x 100]
     คาดูดกลืนแสงของโปรตีนพาหะ 
 
4. การเตรียมสารละลายสําหรับใชในเทคนิค ELISA 

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

2. 0.01 M Phosphate Buffer Saline ( PBS), pH 7.4 
0.2 M Phosphate buffer, pH 7.4 1 ลิตร  
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NaCl      175.2  กรัม 
น้ํากล่ัน    18  ลิตร 
ผสมใหเขากัน 
 

3. PBS-Tween 20 ( ใช Tween 20 ความเขมขน 0.05% ) 
Tween 20    500  ไมโครลิตร 
PBS    1000 มิลลิลิตร 
 

 4.  5% นมพรองมันเนย 
  นมพรองมันเนย ยี่หอ mission 5 กรัม 
  PBS    100 มิลลิลิตร 
  ละลายนมพรองมันเนยใน PBS  (เตรียมใหมกอนใชงาน) 

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

ไตเตรตดางดวยกรด จนได pH 5.0 แลวเก็บใสขวดสีชา เก็บท่ีอุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส  
 
6.    Substrate OPD 

O-phenylenediamine   40 มิลลิกรัม 
0.15 M Phosphate citrate buffer 100 มิลลิลิตร 
30% H2O2   0.04 มิลลิลิตร 
ผสมใหเขากันในขวดสีชา (เตรียมใหมกอนใชทุกคร้ัง) 
 

7. 2.5 M H2SO4 ( Stopping reagent ) 
H2SO4 (96%)   256 มิลลิลิตร 
น้ํากล่ัน    744 มิลลิลิตร 
คอยๆ เทกรดลงในน้ํากล่ัน ผสมใหเขากัน 
หมายเหตุ   ควรนําขวดไปแชในน้ําประปาจนกวาจะหายรอน (เนื่องจากจะเกิดความรอน
เม่ือกรดผสมกับน้ํา) 
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5. การเตรียมอาหารเล้ียงเซลล 
 

1. Stock  HAT 100X 
Hypoxanthine 0.1361 กรัม. ละลายดวยน้ํากล่ัน  20  มิลลิลิตร 
Aminopterin 0.0018 กรัม ละลายดวยน้ํากล่ัน  20  มิลลิลิตร 
Thymidin 0.0388 กรัม ละลายดวยน้ํากล่ัน  20  มิลลิลิตร 
นําสารละลายแตละสารมาผสมกัน แลวเติมน้ํากล่ันลงไปใหครบ 100 มิลลิลิตร 

 นําไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22 um แบงใสขวดๆละ 10 มิลลิลิตร แลวเก็บไวท่ี
 อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส   
          หมายเหตุ  Aminopterin จะละลายยาก ใหนําไปอุนใน water bath จนกวาจะละลาย 
 

2. Stock  HT 100X 
Hypoxanthine 0.1361 กรัม ละลายดวยน้ํากล่ัน  20  มิลลิลิตร 
Thymidin 0.0388 กรัม ละลายดวยน้ํากล่ัน  20  มิลลิลิตร 
นําสารละลายท้ัง 2 สารมาผสมกัน แลวเติมน้ํากล่ันลงไปใหครบ 100 มิลลิลิตร 

 นําไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22 ไมโครเมตร แบงใสขวดๆละ 10 มิลลิลิตร แลวเก็บ
 ไวท่ีอุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส 
 
       3.    อาหารเล้ียงเซลล RPMI 1640    
  RPMI 1640   10.4 กรัม 
  NaHCO3   2 กรัม 
  L-glutamin   0.1 กรัม 
  Glucose    2 กรัม 
  Pyruvic acid   0.11 กรัม 
  น้ํากล่ัน    1 ลิตร 
 ละลายสารทุกอยางในน้ํากล่ัน ผสมใหเขากัน แลวนําไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22 ไม
 โครเมตร แบงใสขวดๆละ 100 มิลลิลิตร แลวเก็บไวท่ีอุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส  
 

4.   อาหารเล้ียงเซลล HT 
อาหารเล้ียงเซลล RPMI 1640 1 ลิตร 
HT 100X   10 มิลลิลิตร 
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  ผสมใหเขากัน แลวนําไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22 ไมโครเมตร แบงใสขวดๆละ 90 
  มิลลิลิตร เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
5.     อาหารเล้ียงเซลล HAT (Selective medium) 

อาหารเล้ียงเซลล RPMI 1640 1 ลิตร 
HAT 100X   10 มิลลิลิตร 

 ผสมใหเขากัน แลวนําไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22 ไมโครเมตร แบงใสขวดๆละ 90 
 มิลลิลิตร เก็บท่ีอุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส 
 หมายเหตุ     กอนจะนําอาหาร (ขอ 3-5 ) ไปเล้ียงเซลลใหผสม FBS (Fetal bovine serum)  
 10-20 %  ตามความเหมาะสมกับเซลลท่ีใชเล้ียง 
 
6. การเตรียมสารสําหรับใชในการหลอมรวมเซลล (Fusion) 
 50% PEG (Polyethylene glycol) 
 นํา PEG(sigma) มาอุนใหละลายท่ีอุณหภูมิประมาณ 50 องศาเซลเซียส  ใชปริมาตร 2 มิลลิลิตร 
มาผสมกับอาหารเล้ียงเซลล RPMI 1640 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน แลวแบงใสหลอดๆ ละ 
ประมาณ 1 มิลลิลิตร นําไปเก็บไวท่ีอุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส กอนการหลอมรวมเซลลใหนําออก
มาอุนไวท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
 
7. การเตรียมน้ํายาเก็บเซลลแชแข็งในไนโตรเจนเหลว (Freezing  medium) 
 อาหารเล้ียงเซลล RPMI 1640 70 มิลลิลิตร 
 Fetal bovine serum  20 มิลลิลิตร 
 Dimethyl sulfoxide ( DMSO ) 10 มิลลิลิตร 
 ผสมใหเขากัน แลวนําไปแชท่ีอุณหภูมิ 0  องศาเซลเซียส (ใชงานขณะเย็นประมาณ 4 องศา
 เซลเซียส) 
 
8. การเตรียมสารละลายท่ีใชวิเคราะห BCA protein assay  
สารละลายโปรตีนมาตรฐาน 
 Bovine serum albumin (BSA) 1 มิลลิกรัม 
 น้ํากล่ัน    1 มิลลิลิตร 
 นํามาเจือจางท่ีความเขมขนตางๆ กอนนําไปวิเคราะห เพื่อทํากราฟมาตรฐาน 
BCATM  Reagent  A และ BCATM  Reagent  B ( BCATM  Protein Assay  Kit ของบริษัท PIERCE ) 
กอนใชผสม Reagent A : B ในอัตราสวน 50:1 
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9. การเตรียมสารละลาย สําหรับใชในการทําแอนติบอดีใหบริสุทธ์ิ 
1. 4 M NaCl  
 NaCl    233.76 กรัม 
 น้ํากล่ัน   1 ลิตร 

 
2. 0.1 M  citrate buffer, pH 6   4.5   3.5   และ 3 

citric acid  0.1  โมลลาร (M) 
Na2HPO4  0.1 โมลลาร (M) 
ไตเตรตกรดดวยดางจนได pH 6   4.5   3.5   และ 3  แลวจึงนําไปกรองดวย Millipore ขนาด 
0.22 ไมโครเมตร 

 
3. 0.1 M  Phosphate buffer, pH 8  

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

  ไมโครเมตร 
 

4. 1 M Tris HCl buffer, pH 9   
Tris (hydroxymethyl) aminomethane   121  กรัม  ละลายดวยน้ํากล่ัน 1000  มิลลิลิตร 
Hydrochloric  acid  (HCl)  1  M 

ไตเตรตดางดวยกรด จนได pH 9 แลวจึงนําไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22  
 ไมโครเมตร 
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10. การเตรียมสารสําหรับการทํา SDS-PAGE 
1. Stracking gel and Separating gel 

Reagent Stacking gel (5%) Separation gel (10%) 
Sterile distilled water (ml) 
40% Acrylamide gel (ml) 
1.5  M Tris , pH 8.8  (ml)  
1.0 M Tris , pH 6.8  (ml) 
10% SDS (ml) 
10% APS (ml) 
TEMED   (ml) 
final volume (ml) 

1.46 
0.25 

- 
0.25 
0.02 
0.02 

0.002 
2 

3.84 
2.0 
2.0 
- 

0.08 
0.08 

0.0032 
8 

 
2. Sample buffer 

 SDS     2 % 
60 mM Tris (pH 6.8) 
Bromophenol blue   0.01 % 
Glycerol   10 % 
beta-mercaptoethanol  10 % 
 

3. Running buffer(1X) 1 L 
Tris     3.02  กรัม 
Glycine               18.8  กรัม 
SDS    1.0    กรัม 
 

4. Coomassie brilliant blue (250 ml) 
Coomassie Brilliant blue R-250 0.25% 
Methanol    50% 
Acetic acid    10% 
 

5. Destaining solution (1 L) 
Methanol     5% 
Acetic acid   10% 
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