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Norfloxacin is an antibiotic in the group of fluoroquinolone. This antibiotic is used for the 

prevention and treatment of various diseases from bacteria in livestock. Residue of norfloxacin 

may found in animal product and this might affect to consumers . It can cause mutation and drug 

resistance in bacteria. Various analytical methods can be used to detect norfloxacin, including 

chemical method, such as HPLC, and serological methods such as RIA and ELISA. ELISA method 

has become the most popular method for screening of norfloxacin due to its high sensitivity, high 

specificity, simplicity and appropriate format for screen large numbers of samples. In this 

research, ELISA test kits were developed. A direct competitive ELISA (Ag captured) has been 

validated to be the most suitable method with the average IC50 value, limit of detection (LOD) and 

detectable range of 8.28, 1.01, and 1-50 ng/ml respectively. The prototype test kit was specific to . 

quinolones and fluoroquinolones with %cross-reactivi ties to other tested antibiotics of less than 

0.1 %. The developed test kit was used to test different samples including chicken muscle and 

egg, yielding recovery of 86.28-109.68% and 89.49-111.34%, respectively. Furthermore, 

comparative quantification of norfloxacin using the developed ELISA test kit, the commercially 

ava ilable test kit (EURO-DIAGNOSTICA) and HPLC technique showed that all three methods gave 

comparable values. In addition, the inter-assay and intra-assay variations of the developed test kit 

were also investigated and found to be 4.29-9.37% and 5.27-11.01 %, respectively. These result 

indicated that the prototype test kit is suitable and efficient for sample screening for norfloxacin, 

quinolones and fluoroquinolones. 
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conc.   Concentration 

CR   Cross-reactivity 

CV    Coefficient of variation 

DMF    Dimethylformamide 

DMSO   Dimethyl sulfoxide 

EDC    1-Ethyl-3-(3-Dimethylaminopropyl) Carbodiimide 

ELISA   Enzyme Linked Iimmunosorbent Assay 

FCS    Fetal Calf Serum 

g     Gram 

HPLC   High Performance Liquid Chromatography 

HPLC-FL High Performance Liquid Chromatography- Fluorescent 

HPLC-UV High Performance Liquid Chromatography-Ultraviolet 

HRP    Horseradish Peroxidase 

IC50    Inhibitory Concentration 50% 

Ig    Immunoglobulin 

kDa   Kilodalton 

kg    Kilogram 

KLH   Keyhole Limpet Haemocyanin 

LA    Latex Agglutination 

LC-FL  Liquid Chromatography-Fluorescent 

LC-MS  Liquid Chromatography-Mass Spectrometry  

LC-UV  Liquid Chromatography-Ultraviolet 

ด 
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LOD    Limit of Detection 

LOQ    Limit of Quantitation 

M     Molar 

ml     Milliliter 

MRLs   Maximum Residue Limits 

N     Normal 

ng    Nanogram 

NHS    N-hydroxysuccinimide 

Nor   Norfloxacin 

NP    1-Napthyl Phosphate 

OD   Optical Density 

OPD    O-phenylenediamine 

PAGE   Poly Acrylamide Gel Electrophoresis 

PBS    Phosphate Buffer Saline 

PBST   0.05% PBS-Tween 20 

PNP   p-Nitrophenyl Phosphate 

PMP   Phenolphthalein Monophosphate 

Rf    Relative Mobility 

RIA   Radioimmunoassay 

SD    Standard Deviation 

SDS    Sodium Dodecyl Sulfate 

TMB    3, 3’, 5, 5’-Tetramethylbenzidine 

v/v    Volume per volume 

v/w   Volume per weight 

w     Weight 

μg    Microgram 

%    Percent 
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บทที่  1 

บทนํา 

 
1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

สารนอรฟลอกซาซิน (norfloxacin) เปนสารปฏิชีวนะในกลุมฟลูออโรควิโนโลน 

(fluoroquinolone) มีคุณสมบัติในการยับยั้งการจําลองตัวของสายดีเอ็นเอในแบคทีเรียแกรมบวก

และแกรมลบ จึงนิยมนํามาใชในการปองกันและรักษาโรคติดเชื้อในระบบทางเดินหายใจ ระบบ

ทางเดินอาหาร ระบบสืบพันธุและระบบทางเดินปสสาวะ ทั้งในคนและสัตวเพื่อการบริโภค เชน โค 

สุกร สัตวปก และกุง เปนตน โดยสารปฏิชีวนะในกลุมฟลูออโรควิโนโลนนี้สามารถกอใหเกิดอาการ

ขางเคียงทั้งแบบฉับพลันและแบบเร้ือรัง เชน เบ่ืออาหาร คล่ืนไส อาเจียน ทองเสีย ปวดเมื่อย

กลามเนื้อ ผมรวง เกิดผื่นคันที่ ผิวหนัง และสงผลกระทบตอระบบประสาทสวนกลาง เชน         

เวียนศีรษะ มึนงง ออนเพลีย เศราซึม นอนไมหลับ ประสาทหลอน และความจําเส่ือม เปนตน    

(Cohen, 2001) จากคุณสมบัติในการรักษาโรคของสารนอรฟลอกซาซินนี้ทําใหมีการนําไปใชอยาง

แพรหลายในการทําปศุสัตว ซึ่งอาจกอใหเกิดการตกคางในผลิตภัณฑจากสัตวที่ใชบริโภค สงผล

กระทบโดยตรงตอสุขภาพของผูบริโภค เกิดการกระตุนการกลายพันธุทําใหเกิดการด้ือยาของ

แบคทีเรีย (Guardabassi และคณะ, 2004) จึงทําใหประเทศตางๆ หันมาใหความสําคัญในการ

ควบคุมและตรวจวิเคราะหการตกคางของสารนอรฟลอกซาซินในผลิตภัณฑจากสัตวที่นํามา

บริโภค โดยทางองคการอาหารและยาของประเทศสหรัฐอเมริกาไมอนุญาตใหเกษตรกรผูเล้ียงสัตว

ใชสารปฏิชีวนะในกลุมฟลูออโรควิโนโลนในสัตวปก โดยระบุวาการใชยาในกลุมนี้ทําใหเกิดการด้ือ

ยาของเชื้อ Campylobactor sp. (FDA, 2000) สวนในประเทศญ่ีปุน ไดกําหนดคาปริมาณการ

ตกคางสูงสุดที่ใหมีได (Maximum Residue Limits ; MRLs) ในกลามเนื้อ ตับ ไต และช้ันไขมัน

ของสุกรและไก เทากับ 20 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม สวนในกลามเนื้อ ตับ ไต และชั้นไขมันของสัตว

ปกอ่ืนๆ เทากับ 100 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม (The Japan Food Chemical Research 

Foundation, 2005) สําหรับสหภาพยุโรปและในประเทศไทย ไมอนุญาตใหมีการตกคางของสาร

นอรฟลอกซาซินในผลิตภัณฑจากสัตวที่ใชบริโภค ดังนั้นเพื่อความปลอดภัยของผูบริโภคและการ

สงออกสินคาไปยังตางประเทศโดยไมถูกตีกลับ จึงมีความจําเปนอยางยิ่งที่จะตองทําการตรวจหา

การตกคางของสารนอรฟลอกซาซินในผลิตภัณฑตางๆ 
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การตรวจวิเคราะหหาปริมาณการตกคางของสารนอรฟลอกซาซินสามารถกระทําไดหลาย

วิธี เชน เทคนิค high-liquid performance chromatography (HPLC) (Kowalski และคณะ, 

2005) liquid chromatography (LC) (Anadon และคณะ, 1995) และ liquid chromatography 

tandem mass spectrometry (LC-MS) (Vynchta และคณะ, 2002)  ซึ่งเทคนิคการตรวจ

วิเคราะหทางเคมีนี้เปนเทคนิคที่ใหผลการตรวจวิเคราะหที่ถูกตองแมนยํา มีความไวและมี

ประสิทธิภาพสูง แตเนื่องจากเทคนิคเหลานี้ตองใชเวลาในการวิเคราะหแตละตัวอยางนานจึงตรวจ

ตัวอยางไดนอย  อีกทั้งจําเปนตองใชผูชํานาญการที่มีความชํานาญสูง เคร่ืองมือและอุปกรณที่ใชมี

ราคาแพง ทําใหมีคาใชจายในการวิเคราะหตัวอยางสูงตามไปดวย จึงไดมีการพัฒนาวิธีตรวจ

วิเคราะหโดยอาศัยหลักการทางอิมมูโนวิทยาหรือหลักการการทําปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนกับ

แอนติบอดี ซึ่งก็คือ การตรวจสอบดวยเทคนิคเอนไซมลิงคอิมมูโนซอรเบนตแอสเสย (Enzyme-

linked immunosorbent assay, ELISA)  

 เทคนิค ELISA นี้เปนเทคนิคที่ทําไดสะดวก รวดเร็ว ใชเวลานอย สามารถวิเคราะห

ตัวอยางไดหลายตัวอยางในการทดสอบแตละคร้ัง อีกทั้งใหความถูกตองแมนยําสูงใกลเคียงกับ

เทคนิคทางเคมี แตมีคาใชจายตํ่า เนื่องจากชุดตรวจสอบสาร (ELISA kit) ที่มีใชในปจจุบันนี้ตอง

ทําการส่ังซ้ือและนําเขาจากตางประเทศ ทําใหมีราคาสูง จึงควรมีการพัฒนาชุดตรวจสอบเพ่ือใช

เองภายในประเทศซ่ึงจะทําใหตนทุนในการตรวจวัดการตกคางของสารนอรฟลอกซาซินลดลง  

จากขอมูลขางตน กอปรกับประเทศไทยจัดเปนประเทศที่มีการสงออกผลิตภัณฑจากสัตว 

สําหรับการบริโภครายสําคัญของโลก ดังนั้นคุณภาพของวัตถุดิบและผลิตภัณฑอาหารที่ผลิตได

จะตองมีคุณภาพ เพื่อสามารถสงออกไปยังประเทศตางๆ ไดโดยไมมีการกีดกันและตีกลับของ

สินคา จึงจําเปนตองวิธีการตรวจสอบที่มีประสิทธิภาพและเหมาะสม ในงานวิจัยนี้ไดนําแอนติบอดี

ที่จําเพาะตอสารนอรฟลอกซาซิน ที่ผลิตไดโดยสถาบันเทคโนโลยีชีวภาพและวิศวกรรมพันธุศาสตร

มาพัฒนาเปนชุดตรวจสอบสารนอรฟลอกซาซินตนแบบดวยเทคนิคเอนไซมลิงคอิมมูโนซอรเบนต 

แอสเสย  

1.2    วัตถุประสงคของการวิจยั 

 1.2.1 เตรียมชุดตรวจสอบเอนไซมลิงคอิมมูโนซอรเบนตแอสเสยตนแบบตางๆ สําหรับ

ตรวจสารนอรฟลอกซาซิน 

 1.2.2 ทดสอบประสิทธิภาพของชุดตรวจตนแบบ 
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1.3 ขอบเขตและวิธีดําเนินการวิจัย 

1.3.1  คนควาและรวบรวมขอมูลที่เกีย่วของ 

1.3.2  เล้ียงเซลลไฮบริโดมาที่ผลิตแอนติบอดีที่มีความจําเพาะตอสารนอรฟลอกซาซิน 

1.3.3  ทําแอนติบอดีใหบริสุทธิ ์

     1.3.4  เตรียมชุดตรวจสอบสารนอรฟลอกซาซนิแบบตางๆ 

  1.3.4.1  แบบ direct competitive ELISA (Ag captured) 

  1.3.4.2  แบบ indirect competitive ELISA (Ab captured) 

  1.3.4.4  แบบ direct competitive ELISA (Ab captured) 

1.3.5  ประเมินประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบตนแบบ 

1.3.6 วิเคราะหสารนอรฟลอกซาซินในตัวอยางตางๆ คือ เนื้อไก และไข ดวยชุดตรวจสอบ

ตนแบบ 

  1.3.7  วิเคราะหขอมูล สรุปผลการทดลอง และเขียนวทิยานพินธ 

1.4 ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั 

ไดชุดตรวจสอบตนแบบโดยใชวิธีเอนไซมลิงคอิมมูโนซอรเบนตแอสเสยที่สามารถตรวจ

วิเคราะหสารนอรฟลอกซาซินไดอยางมีประสิทธิภาพ 
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บทที่  2 

 
เอกสารและงานวจิัยที่เกีย่วของ 

2.1 แนวคิดและทฤษฎี 

2.1.1 สารปฏิชีวนะในกลุมควิโนโลน (quinolone) และฟลูออโรควิโนโลน 
(fluoroquinolone) 

  สารปฏิชีวนะในกลุมควิโนโลนและฟลูออโรควิโนโลน เปนสารปฏิชีวนะที่ไดจาก

การสังเคราะหดวยวิธีทางเคมี มีคุณสมบัติในการยับยั้งการจําลองตัวของแบคทีเรียแกรมบวกและ

แกรมลบ จึงนิยมนํามาใชในการรักษาโรคติดเชื้อทั้งในคนและในสัตว โดยโครงสรางพื้นฐานของ

สารปฏิชีวนะในกลุมควิโนโลนน้ันเปนสารประกอบเฮทเทอโรไซคลิกอะโรมาติก (heterocyclic 

aromatic) ที่มีธาตุไนโตรเจนเปนองคประกอบ มีหมูคีโตนตรงตําแหนงที่ 4 และหมูคาบอกซิลิคตรง

ตําแหนงที่ 3 ซึ่งโครงสรางของสารมีผลยับยั้งการทํางานของเอ็นไซมดีเอ็นเอไจเรส (DNA gyrase) 

(Holtzapple และคณะ, 2001) ของแบคทีเรียแกรมลบ  และยับยั้งเอนไซมดีเอ็นเอโทโปไอโซเมอร-

เรส (DNA topoisomerase IV)  ในแบคทีเรียแกรมบวก (Bertino และ Fish, 2000) หากมีการเติม

ธาตุฟลูออรีนในตําแหนงที่ 6 จะทําใหสารในกลุมนี้ถูกแยกออกเปนกลุมฟลูออโรควิโนโลน และจะ

มีการเติมหมูตางๆ เชน piperrazino group ในตําแหนงที่ 7 หรือการเติมธาตุไนโตรเจนที่ตําแหนง 

ที่ 8 เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการยับยั้งแบคทีเรีย (Wolfson และคณะ, 1985) 

 

N
H
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1 2
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รูปที่ 2.1 โครงสรางพืน้ฐานของสารปฏิชีวนะในกลุมควิโนโลน 
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2.1.2 สารนอรฟลอกซาซิน (norfloxacin) 

สารนอรฟลอกซาซิน หรือ 1-ethyl-6-fluoro-4-oxo-7-piperazin-1-yl-1H-quinoline-3-

carboxylic acid เปนสารปฎิชีวนะในกลุมฟลูออโรควิโนโลนซ่ึงเปนสารสังเคาระห มีสูตรโมเลกุล

คือ C16H18FN3O3 น้ําหนักโมเลกุลเทากับ 319.34 ดาลตัน ลักษณะเปนผงผลึกสีขาวถึงสีเหลือง

ออน มีจุดหลอมเหลวที่ 221 องศาเซลเซียส สามารถละลายไดดีในกรดอะซิติกและสามารถละลาย

ไดเล็กนอยในเมทานอล เอทานอลและน้ํา (WHO, 1997) มีการพัฒนาสูตรโครงสรางโดยมีการเติม 

piperazine ring เขาที่ตําแหนงที่ 7 และเพิ่มหมู ethyl เขาที่ธาตุไนโตรเจนในตําแหนงที่ 1 เพื่อเพิ่ม

ประสิทธิภาพการออกฤทธิ์ใหกวางข้ึนฆาจุลชีพไดทั้งแบคทีเรียแกรมลบ และแกรมบวก แตจะออก

ฤทธ์ิไดดีกับแบคทีเรียแกรมลบ ทําใหสารมีคุณสมบัติละลายไดดีในไขมัน นิยมนํามาใชรักษาโรค

ติดเชื้อในระบบทางเดินหายใจ ระบบทางเดินอาหาร ระบบสืบพันธุและระบบทางเดินปสสาวะใน

โค สุกร สัตวปก กุง แกะ แพะ มา และกระตาย  

 

2.1.3 กลไกการทํางานของสารนอรฟลอกซาซิน 

สารนอรฟลอกซาซิน มีคุณสมบัติละลายในไขมันไดดี โดยจะเคลื่อนตัวผานช้ัน ไลโพ

โปรตีน (lipoprotein) ของเซลลเมมเบรน (cell membrane) ไดงายและรวดเร็ว หลังจากนั้นตัวยา

จะถูกดูดซึมเขาสูกระแสเลือด และแพรกระจายไปยังเนื้อเยื่อสวนตางๆของรางกาย และผานเขาไป

ในสวนของไซโตพลาสซึม (cytoplasm) ของแบคทีเรีย โดยจะไปยับยั้งการทําหนาที่ของเอนไซม    

ดีเอ็นเอไจเรส (DNA gyrase) ซึ่งเปนเอนไซมที่มีความสําคัญตอการสังเคราะหดีเอ็นเอในเซลลของ

แบคทีเรีย ทําใหกระบวนการสังเคราะหดีเอ็นเอของแบคทีเรียถูกยับยั้ง ทําใหสายดีเอ็นเอที่

สังเคราะหข้ึนไมเชื่อมติดกัน การเรียงตัวของโครโมโซม (chromosome) ผิดปกติไป ทําใหเซลล

แบคทีเรียตายในที่สุด 

 

2.1.4 ผลกระทบจากกการใชสารปฏิชีวนะนอรฟลอกซาซิน 

สารนอรฟลอกซาซินเปนยาปฏิชีวนะที่ออกฤทธิ์กวางขวาง ทําใหมีการนําไปใชในการทํา

ปศุสัตวเปนจํานวนมาก ซึ่งอาจกอใหเกิดการตกคางของสารเหลานี้อยูในผลิตภัณฑของสัตวเพื่อ

การบริโภค  และเขาสูหวงโซอาหารเปนอันตรายตอมนุษยได  โดยสารปฏิชีวนะในกลุม           

ฟลูออโรควิโนโลนนี้ทําใหเกิดผลขางเคียง เชน อาเจียน ทองเสีย ระคายเคืองผิวหนัง เกิดอาการ 
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รูปที่ 2.2 โครงสรางทางเคมขีองสารนอรฟลอกซาซินและสารอื่นๆ ในกลุมควิโนโลนและ  

 ฟลูออโรควิโนโลน 
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บวมที่ริมฝปาก ล้ิน และใบหนา กระสับกระสาย และยังสงผลกระทบตอระบบประสาทสวนกลาง 

เชน ทําใหเกิดอาการปวดหัว ออนเพลีย เศราซึม นอนไมหลับ ประสาทหลอน และชัก เปนตนจาก

การใชสารนอรฟลอกซาซินอยางแพรหลายทําใหมีรายงานวากอใหเกิดกลายพันธุของแบคทีเรีย ใน

สวนของดีเอ็นเอไจเรส และดีเอ็นเอโทโพไอโซเมอเรส (Ruiz, 2003) และพบวามีการด้ือยาของ

แบคทีเรียเพิ่มข้ึนหลังจากที่เร่ิมมีการนําสารกลุมนี้มาใชในการรักษาสัตว รวมทั้งการด้ือยาของ

แบคทีเรียในมนุษย ซึ่งเช้ือที่มีรายงานวาพบการด้ือยาแลว คือ Pseudomonas sp., Escherichia 

coli, Streptococcus spp., Salmonella spp. และ Campylobacter spp. ทางองคการอาหาร

และยาของสหรัฐอเมริกาไดประกาศหามใชสารในกลุมควิโนโลนและฟลูออโรควิโนโลนในสัตวปก 

(FDA , 2000) สวนสหภาพยุโรปและประเทศไทยไมอนุญาตใหมีการตกคางของสาร                

นอรฟลอกซาซินในผลิตภัณฑจากสัตวสําหรับการบริโภค สําหรับในประเทศญ่ีปุนไดกําหนด

ปริมาณการตกคางในผลิตภัณฑของสัตวที่ใชในการบริโภค MRLs (maximum residue limits) ดัง

แสดงในตารางที่ 2.1   
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ตารางที่ 2.1 คา MRLs ที่กําหนดโดยประเทศญ่ีปุนสําหรับสารนอรฟลอกซาซินตกคาง

เนื้อเยื่อตางๆ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(The Japan Food Chemical Research Foundation, 2005) 

 

2.1.5 การตรวจวิเคราะหสารนอรฟลอกซาซิน 

 2.1.5.1 การตรวจวิเคราะหสารนอรฟลอกซาซินดวยวิธีทางเคมี 

 เทคนิคทางเคมีที่ใชในการตรวจวิเคราะหเปนเทคนิคที่มีความไวสูงและใหผลการ

วิเคราะหที่มีความแมนยํา โดยแตละเทคนิคจะมีขีดจํากัดในการตรวจวิเคราะห (limit of 

detection, LOD) แตกตางกัน ในการตรวจวิเคราะหดวยวิธีทางเคมีจะใชเวลานานและทําไดทีละ

ตัวอยาง กอปรกับเคร่ืองมือที่ใชมีราคาแพง ทําใหคาดูแลรักษาเคร่ืองมือสูงตามไปดวย ในการใช

เคร่ืองมือแตละคร้ังตองอาศัยผูชํานาญการทําการวิเคราะห และยังจําเปนตองวิเคราะหใน

หองปฏิบัติการที่มีเคร่ืองมือนั้นๆ อีกดวย การตรวจวิเคราะหสารนอรฟลอกซาซินดวยวิธีทางเคมีนั้น

สามารถทําไดหลายเทคนิค ดังแสดงในตารางที่ 2.2 

 

ชนิดสัตว เนื้อเยื่อเปาหมาย MRLs (μg/kg) 

สุกร 

กลามเนื้อ 20 

ไขมัน 20 

ตับ 20 

ไต 20 

ไก 

กลามเนื้อ 20 

หนงัและไขมัน 20 

ตับ 20 

ไต 20 

สัตวปกอ่ืนๆ 

กลามเนื้อ 100 

ไขมัน 100 

ตับ 100 

ไต 100 



9 

 

 

ตารางที่ 2.2 การตรวจวิเคราะหสารนอรฟลอกซาซินดวยวิธีทางเคมี 

เทคนิค 
ขีดความสามารถใน

การตรวจ (ng/g) 
ตัวอยาง เอกสารอางอิง 

LC-UV 3 
ไขมัน กลามเนื้อ ไต 

ตับ ผิวหนงั ของไก 

Anadon และคณะ, 1995 

 

LC-MS <10 ตับหม ู Vynchta และคณะ, 2002 

LC–FI 

 
10 

กลามเนื้อ และไต

ของไก 

Schneider 

และ Donoghue, 2002 

HPLC-FI 

 
2.5 

ไขมัน กลามเนื้อ 

และตับของไก 
Kowalski และคณะ , 2005 

HPLC-UV 8 
กลามเนื้อไก และ

ไขแดง 

Christodoulou 

และคณะ, 2007 

 

  2.1.5.2 การตรวจวิเคราะหสารนอรฟลอกซาซินดวยวิธีทางอิมมูโนวิทยา 

 จากขอจํากัดของการตรวจวิเคราะหดวยวิธีทางเคมีทําใหมีการพัฒนาการ

วิเคราะหโดยอาศัยหลักการทางดานวิทยาภูมิคุมกันโดยอาศัยการจับกันอยางจําเพาะระหวาง

แอนติเจนและแอนติบอดีไปใชในการตรวจติดตามหาสารตกคางในผลิตภัณฑอาหาร เทคนิคทาง

วิทยาภูมิคุมกัน คือ เทคนิคเอนไซมลิงคอิมมูโนซอรเบนตแอสเสย (Enzyme-Linked 

Immunosorbent Assay, ELISA) และเทคนิคเรดิโออิมมูโนแอสเสย  (Radioimmunoassay, RIA)  

ซึ่งเทคนิค ELISA เปนเทคนิคที่มีความไว และความจําเพาะสูง สามารถวิเคราะหตัวอยางไดหลาย

ตัวอยางในการทดสอบเพียงคร้ังเดียว ทําใหมีคาใชจายตอตัวอยางตํ่า ทําไดในเวลาที่รวดเร็ว ใช

งานไดงาย อีกทั้งยังใหความถูกตองสูงใหผลการตรวจวัดใกลเคียงกับการตรวจวัดดวยวิธีทางเคมี 

จึงทําใหเทคนิค ELISA นี้เปนที่นิยมมากในปจจุบัน ไดมีรายงานของ Huet และคณะ (2006) ทํา

การผลิตพอลีโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอสารนอรฟลอกซาซินโดยการฉีดกระตุนในกระตาย

หลังจากนั้นนําแอนติบอดีที่ไดมาผลิตชุดตรวจสอบดวยวิธี ELISA ไดมีคา IC50 อยูที่ 0.21 นาโน

กรัมตอมิลลิลิตร และนําไปทดสอบกับตัวอยางที่เปนเนื้อไก ไข ไต และผลิตภัณฑทางทะเล 

นอกจากนี้บริษัทตางๆ ไดทําการผลิตชุดตรวจสอบ ELISA ที่ใชในวิเคราะหหาการตกคางของสาร            

นอรฟลอกซาซินออกมาจําหนายในเชิงพาณิชย สวนเทคนิค RIA เปนเทคนิคที่มีการติดฉลากดวย 
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สารกัมมันตภาพรังสี แลวติดตามปริมาณสารจากเครื่องนับปริมาณรังสี เทคนิค RIA นี้เปนเทคนิค

ที่มีความไวสูง โดยใหผลการตรวจสอบที่ถูกตองแมนยําแตเนื่องจากเทคนิคนี้ตองใชเคร่ืองมือ

เฉพาะในการตรวจวัดสารกัมมันตภาพรังสีซึ่งตองทําในหองปฏิบัติการที่จัดไวโดยเฉพาะเทานั้น 

และอาจกอใหเกิดอันตรายตอสุขภาพของผูใชได  

 

2.1.6 เทคนิคเอนไซมลิงคอิมมูโนซอรเบนตแอสเสย (enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA)) 

เทคนิค ELISA เปนเทคนิคที่ใชในการหาแอนติบอดีในซีรัม การตรวจหาซัยโตไคนหรือ

ฮอรโมน รวมทั้งหาการตกคางของสารตางๆ โดยอาศัยการทําปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนและ

แอนติบอดี ซึ่งเปนปฏิกิริยาที่มีความไว (sensitivity) ความจําเพาะสูง (specificity)  และมีความ

เหนียวแนนในการจับ (affinity) หลักการของเทคนิค ELISA คือใชแอนติเจนหรือแอนติบอดีเคลือบ

ติดกับพื้นผิว (solid support)  ทําใหเกิดการจับกันระหวางแอนติเจนและแอนติบอดี ตรวจวัดการ

จับโดยใชเอนไซมที่ติดฉลากกับแอนติเจนหรือแอนติบอดี ซึ่งเอนไซมจะเปนตัวชวยในการขยาย

ความสามารถในการตรวจสอบปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนและแอนติบอดีที่เกิดข้ึน เทคนิค ELISA 

นี้เปนวิธีที่อาศัยปฎิกิริยาทางภูมิคุมกันมีความนิยมมากในปจจุบัน สามารถใชในการวัดระดับสาร

ที่ตองการตรวจวัดไดอยางแมนยํา มีความจําเพาะและความไวสูง สะดวก ใชงานไดงาย ไมเปนพิษ

กับส่ิงแวดลอม และยังสามารถดัดแปลงใหใชไดกับเคร่ืองมืออัตโนมัติไดทุกข้ันตอน 

เทคนิค ELISA สามารถแบงออกไดเปน 

2.1.6.1. indirect ELISA 

วิธีนี้ใชในการวัดและตรวจหาแอนติบอดีที่จําเพาะตอแอนติเจนที่ตองการ จะเร่ิม

จากการเคลือบจานชนิด 96 หลุมดวยแอนติเจนที่จําเพาะ ทําการเติมตัวอยางที่มีแอนติบอดีลงไป 

แอนติบอดีที่จําเพาะเทานั้นที่จะจับกับแอนติเจนที่เคลือบไว ทําการลางสวนที่ไมจําเพาะกับ

แอนติเจนออกไป แลวเติมแอนติบอดีตัวที่สอง (secondary antibody) ที่มีการติดฉลากดวย

เอนไซมไว ซึ่งแอนติบอดีตัวที่สองนี้ จะจับแบบจําเพาะกับแอนติบอดีที่ตองการตรวจหา โดยถาใน

ตัวอยางมีแอนติบอดีอยูมาก แอนติบอดีตัวที่สองก็จะจับกับแอนติบอดีตัวแรกไดมาก หลังจากลาง

และเติมสับสเตรตของเอนไซมแลวนําไปวัดปริมาณสีที่เกิดข้ึน การเปลี่ยนแปลงสีของสับสเตรตจะ

เปนสัดสวนโดยตรงกับปริมาณแอนติบอดีในตัวอยางที่ตองการทดสอบ (รูปที่ 2.3) 
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รูปที่ 2.3 หลักการของ indirect ELISA 

 

2.1.6.2. sandwich ELISA 

วิธีนี้ใชในการหาแอนติเจนในตัวอยาง  ซึ่งจะตองมีแอนติบอดี 2 ตัว ที่จําเพาะกับ

แอนติเจนที่อิพิโทป (epitope หรือ antigenic determinant) ที่แตกตางกัน โดยแอนติบอดีสองตัว 

จับกับแอนติเจนหนึ่งตัว แบบประกบคู จึงเรียกวิธีการนี้วา sandwich ELISA โดยเร่ิมจากทําการ

เคลือบพื้นผิวดวยแอนติบอดีตัวที่หนึ่งที่มีความจําเพาะกับแอนติเจนจากนั้นเติมตัวอยางที่มี

แอนติเจนที่ตองการตรวจวัดลงไป แลวเติมแอนติบอดีตัวที่สองซ่ึงจําเพาะตอแอนติเจนเชนกัน และ

ติดฉลากดวยเอนไซมไว แอนติบอดีตัวที่สองนี้จะไปจับกับแอนติเจนที่ตองการทดสอบนั้น ถามี

แอนติเจนอยูมาก แอนติบอดีตัวที่สองจะจับกับแอนติเจนไดมาก ลางเอาสวนที่ไมเกิดปฏิกิริยา

ออกไป เติมสับสเตรตของเอนไซมลงแลวนําไปวัดปริมาณสีที่เกิดข้ึน ซึ่งการเปล่ียนแปลงสีของ

สับสเตรตที่วัดไดจะเปนสัดสวนโดยตรงกับปริมาณของแอนติเจนที่มีอยูในตัวอยาง (รูปที่ 2.4) 

 

 
 

                                                      

รูปที่ 2.4 หลักการของ sandwich ELISA 

 

เคลือบพื้นผิวดวย เติมตัวอยางที่มี

แอนติบอดี 

เติมแอนติบอดีตัวที่สองท่ี 

ติดฉลากกับเอนไซม 

เติมสับสเตรต 

เคลือบพื้นผิวดวย

แอนติบอดี 

เติมตัวอยางที่มี

แอนติเจน 
เติมแอนติบอดีตัวที่สองท่ี 

ติดฉลากกับเอนไซม 

เติมสับสเตรต 
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2.1.6.3. competitive ELISA 

competitive ELISA เปนวิธีการทดสอบที่อาศัยหลักการทําปฏิกิริยาของ

แอนติเจนและแอนติบอดีโดยทําการกําหนดใหสารตัวใดตัวหนึ่งมีปริมาณคงท่ีทําใหเกิดการแขงขัน

กันข้ึน ใชในการตรวจหาแอนติเจน สามารถติดฉลากดวยเอนไซมไดทั้งที่แอนติบอดีหรือแอนติเจน 

ถาใชแอนติเจนท่ีติดฉลากดวยเอนไซม จะทําการเคลือบพื้นผิวจานชนิด 96 หลุมดวยแอนติบอดี 

และทําการเติมแอนติเจนที่ติดฉลากดวยเอนไซมที่ทราบปริมาณที่แนนอนลงไปพรอมกับเติม

ตัวอยางที่ตองการตรวจสอบปริมาณแอนติเจน หากในตัวอยางมีแอนติเจนจะเกิดการแยงกัน

ระหวางแอนติเจนในตัวอยางและแอนติเจนที่ติดฉลากดวยเอนไซมในการจับกับแอนติบอดีที่

เคลือบพื้นผิวจาน ทําใหแอนติเจนที่ติดฉลากดวยเอนไซมจับกับแอนติบอดีไดนอยลง เมื่อลางเอา

แอนติเจนท่ีไมทําปฏิกิริยาออกไปแลว เติมสับสเตรตของเอนไซมจะสามารถวัดการเปล่ียนแปลงสี

ของสับสเตรตที่เกิดข้ึนซึ่งเปนปริมาณผกผันกับปริมาณแอนติเจนที่นํามาทดสอบ (รูปที่ 2.5 (ก)) 

ถาใชแอนติบอดีติดฉลากดวยเอนไซมในการตรวจวัดแอนติเจน จะทําการเคลือบ

พื้นผิวจานชนิด 96 หลุมดวยแอนติเจน และทําการเติมแอนติบอดีที่ติดฉลากดวยเอนไซมที่ทราบ

ปริมาณที่แนนอนลงไปพรอมกับเติมตัวอยางที่ตองการตรวจสอบปริมาณแอนติเจน หากใน

ตัวอยางมีแอนติเจนที่ตองการทดสอบจะเกิดการแขงขันกับแอนติเจนที่เคลือบผิวจานในการจับกับ

แอนติบอดีที่ติดฉลากดวยเอนไซม ถาในตัวอยางมีปริมาณแอนติเจนมาก จะจับกับแอนติบอดีที่ติด

ฉลากกับเอนไซมมาก ทําใหแอนติบอดีที่ติดฉลากจับกับแอนติเจนที่เคลือบอยูในหลุมไดนอย 

สงผลใหในปฏิกิริยามีแอนติบอดีที่ติดฉลากนอย เม่ือเติมสับสเตรตของเอนไซม แลววัดปริมาณสีที่

เกิดข้ึน การเปลี่ยนแปลงสีจะเปนคาผกผันกับปริมาณแอนติเจนที่นํามาทดสอบ เชนเดียวกันกับ

การใชแอนติเจนที่ติดฉลากกับเอนไซม (รูปที่ 2.5 (ข)) 

นอกจากนี้ยังสามารถเตรียมชุดตรวจสอบโดยอาศัยการจับกันระหวาง biotin 

และ streptavidin ที่ถูกติดฉลากดวยเอนไซม โดยทําการเคลือบจานชนิด 96 หลุมดวยแอนติเจน 

แลวเติมแอนติบอดีที่ติดฉลากดวย biotin ที่ทราบปริมาณแนนอนลงไป ซึ่งแอนติบอดีจะจําเพาะ

ตอแอนติเจนที่ เคลือบอยูพรอมกับเติมตัวอยางที่ตองการตรวจสอบหาปริมาณแอนติเจน 

แอนติบอดีที่ติดฉลากจะเกิดการแยงจับระหวางแอนติเจนในตัวอยางกับแอนติเจนที่เคลือบบน

พื้นผิว แลวลางสวนที่ไมทําปฏิกิริยาออก เติม streptavidin ซึ่งติดฉลากดวยเอนไซม แลวลางสวน

ที่ไมทําปฏิกิริยาออก เติมสับสเตรตของเอนไซมแลวนําไปวัดปริมาณสีที่เกิดข้ึน การเปลี่ยนแปลงสี

จะแปรผกผันกับปริมาณของแอนติเจนในตัวอยางที่ตรวจสอบ (รูปที่ 2.5 (ค)) 
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ในการทดสอบเพื่อหาปริมาณของแอนติเจนดวยวิธีเหลานี้ จําเปนตองมีการสราง

กราฟมาตรฐานที่แสดงความสัมพันธระหวางการเปลี่ยนแปลงของสับสเตรตของเอนไซมกับ

แอนติเจนมาตรฐานที่ความเขมขนตางๆ เม่ือตองการหาปริมาณของแอนติเจนในตัวอยาง นําคาที่

วัดไดมาเทียบกับกราฟมาตรฐาน จะรูปริมาณของแอนติเจนในตัวอยางได การตรวจสอบดวยวิธี 

competitive ELISA มีขอจํากัดที่ตองอาศัยการติดฉลากแอนติเจนดวยเอนไซม ในข้ันตอนการติด

ฉลากแอนติเจนอาจมีผลเปล่ียนแปลงโครงสรางของอิพิโทป ในตําแหนงที่แอนติบอดีจับ ทําให

ปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนกับแอนติบอดีเปล่ียนแปลงได 

 

2.1.7 องคประกอบท่ีสําคัญของชุดตรวจ ELISA  

2.1.7.1 แอนติบอดี (antibody) 

แอนติบอดีหรืออิมมูโนโกลบูลิน (immunoglobulin; Ig) เปนไกลโคโปรตีน ที่สราง

จากระบบภูมิคุมกันในรางกายของมนุษยและสัตวมีกระดูกสันหลัง พบไดในเลือดหรือของเหลวใน

รางกาย มีหนาที่ตรวจจับและทําลายฤทธิ์ส่ิงแปลกปลอมที่เขาสูรางกาย เชน แบคทีเรีย และไวรัส 

แอนติบอดีถูกหล่ังมาจากเซลลพลาสมาที่เปล่ียนแปลงมาจากเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดบี-ลิมโฟไซต 

แอนติบอดีที่ถูกหล่ังออกมาจะเขาสูกระแสโลหิตและเขาไปทําลายส่ิงแปลกปลอม โดยแอนติบอดี

แตละชนิดจะสามารถจดจําโมเลกุลเปาหมายที่จําเพาะของมันที่เรียกวาแอนติเจน (antigen) โดย

แอนติบอดีจะจับแอนติเจนที่จําเพาะตอแอนติบอดีตรงบริเวณอิพิโทป (epitope) ของแอนติเจน ซึ่ง

ผลจากปฏิกิริยานี้จะกําจัดสารพิษ จุลินทรีย ปรสิต และสารแปลกปลอมอ่ืน ๆ ออกจากรางกายได 

การเพิ่มปริมาณแอนติบอดีที่สนใจสามารถทําไดโดยฉีดโปรตีนหรือเพปไทด ซึ่งเราเรียกวา

แอนติเจนเขาไปในส่ิงมีชีวิต เชน หนู กระตาย แพะ หรือ แกะ เปนตน แอนติเจนซ่ึงเปนส่ิง

แปลกปลอมจะสามารถกระตุนระบบภูมิคุมกันได ตอมาระบบภูมิคุมกันแบบสารน้ํา (humoral 

immune system) ของสัตวเหลานี้ก็จะสรางแอนติบอดีที่จําเพาะตอแอนติเจนที่ฉีดเขาไป 

โครงสรางโมเลกุลของแอนติบอดีมีลักษณะคลายรูปตัววาย (Y shape) ประกอบดวยพอลิเพปไทด 

82 – 96 เปอรเซ็นต และคารโบไฮเดรต 4 – 18 เปอรเซ็นต แอนติบอดี 1 โมเลกุล (รูปที่ 2.6)

ประกอบดวยสายพอลิเพปไทด 4 สาย คือ สายที่ยาวและมีน้ําหนักโมเลกุลมากเรียกวา Heavy 

chain (H) ซึ่งมี 2 สายที่เหมือนกัน สวนอีก 2 สายที่ส้ันและมีน้ําหนักโมเลกุลนอยกวาเรียกวา 

Light chain (L) ซึ่งมีลักษณะเหมือนกันทั้ง 2 สายเชนเดียวกัน 
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(ก) 

 
 

 

(ข) 

 
 

 

(ค) 

 
 

 

 

รูปที่ 2.5 หลักการของ Competitive ELISA (ก) ใชแอนติเจนที่ติดฉลากดวยเอนไซม และ  

(ข) แอนติบอดีที่ติดฉลากดวยเอนไซม (ค) ใชแอนติบอดีที่ติดฉลากดวย biotin  

(หมายเหตุ   คือแอนติบอดี,     คือแอนติเจนที่เช่ือมตอกับโปรตีน,     คือแอนติเจนในรูป

อิสระ,   คือแอนติเจนที่ติดฉลากดวยเอนไซม, คือแอนติบอดีที่ติดฉลากดวยเอนไซม, 

คือแอนติบอดีที่ติดฉลากดวย biotin,    คือ streptavidin ที่ติดฉลากดวยเอนไซม,  

 คือสับสเตรต) 

เติมสับสเตรต เคลือบพื้นผิวดวย

แอนติบอดี 

เติมตัวอยางที่มีแอนติเจนลงไป

พรอมกับแอนติเจนที่ติดฉลากกับ

เอนไซม 

เติมสับสเตรต เติมตัวอยางที่มีแอนติเจน 

ลงไปพรอมกับแอนติบอดี 

เคลือบพื้นผิวดวย

แอนติเจน 

เติมแอนติบอดีตัวที่สองท่ี 

ติดฉลากกับเอนไซม 

เติมสับสเตรต เติมตัวอยางที่มีแอนติเจน 

ลงไปพรอมกับแอนติบอดีที่ติด

ฉลากกับ biotin 

เคลือบพื้นผิวดวย

แอนติเจน 

เติม streptavidin ที่ติด

ฉลากดวยเอนไซม  
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โดย Heavy chain และ Light chain ทั้ง 4 สายจะเช่ือมตอกันดวยพันธะไดซัลไฟด           

(disulfide bond) ซึ่งพันธะไดซัลไฟดสามารถถูกทําลายไดดวยสาร reducing agent เชน        

เมอรแคปโทเอทานอล (mercaptoethanol) ปลายขางหน่ึงของแตละสายจะเปน -NH2 นิยม

เรียกวา N หรือ amino terminal สวนปลายอีกขางหนึ่งจะเปน - COOH นิยมเรียกวา C หรือ 

carboxy terminal ทั้ง 4 สายจะหันปลายขาง - NH2 หรือ - COOH ไปทางเดียวกัน โมเลกุลของ

แอนติบอดีมีบริเวณที่เรียกวา hinge region อยูตรงกลางของ H-chain ซึ่ง hinge region จะเปน

บริเวณที่มีการยืดหยุน ไดมากทําใหแขนท้ัง 2 ขาง ยืดหางออกจากกันเพื่อจับกับแอนติเจนไดดี

ยิ่งข้ึน สามารถแบงแอนติบอดีโดยอาศัยความแตกตาง H-chain ไดเปน 5 ไอโซไทป  คือ  IgG  IgA  

IgM  IgD และ IgE  แอนติบอดีสามารถแบงออกตามลักษณะเดนไดออกเปน คือ พอลิโคลนอล

แอนติบอดี และโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

 

 
 

รูปที่ 2.6 โครงสรางพืน้ฐานของอิมมูโนโกลบูลิน 

(แหลงทีม่า http://8e.devbio.com) 
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รูปที่ 2.7 โครงสรางของแอนติบอดีไอโซไทปตางๆ 

 

2.1.7.1.1 พอลิโคลนอลแอนติบอดี (Polyclonal antibody) 

เปนกลุมแอนติบอดีที่มีความหลากหลายในความจําเพาะกับแอนติเจน

โดยสามารถทําปฏิกิริยาไดกับ อิพิโทปบนแอนติเจนไดหลายตําแหนง เนื่องจากแอนติบอดีเหลานี้

ถูกสรางมาจากเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดบี-ลิมโฟไซตหลายๆ โคลน (บี-ลิมโฟไซต 1 โคลน สราง

แอนติบอดีที่มีความจําเพาะได 1 ชนิด) สัตวที่นิยมใชในการผลิตพอลิโคลนอลแอนติบอดีมักเปน

สัตวขนาดกลางถึงขนาดใหญ เชน กระตาย แพะ มา เปนตน 

2.1.7.1.2 โมโนโคลนอลแอนติบอดี (Monoclonal antibody) 

   โมโนโคลนอลแอนติบอดีเปนแอนติบอดีที่สรางจากเซลลพลาสมาซ่ึง

กําเนิดมาจากบี-ลิมโฟไซตเร่ิมตนเซลลเดียว (single clone หรือ monoclone) เนื่องจากมีลําดับ

กรดอะมิโนเหมือนกันจึงทําใหทุกโมเลกุลของแอนติบอดีเหลานี้มีคุณสมบัติเหมือนกันทุกประการ

ทั้งในดานความจําเพาะตออิพิโทปของแอนติเจน และในดานของ heavy chain  และ light chain 

ของอิมมูโนโกลบูลิน โมโนโคลนอลแอนติบอดีมีลักษณะที่สําคัญคือ มีความจําเพาะสูงตออิพิโทป

ของแอนติเจนชนิดหนึ่งชนิดใดของแอนติเจนเทานั้น (Nelson และคณะ, 2000) เซลลที่สรางโมโน

โคลนอลแอนติบอดีนั้นสามารถเพาะเล้ียงในหองปฏิบัติการใหเจริญเติบโตไดดวยการหลอมรวม

เซลล 2 เซลลเขาดวยกัน โดยเซลลหนึ่งเปนเซลลที่สามารถสรางแอนติบอดีได สวนอีกเซลลหนึ่ง
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สามารถเพิ่มจํานวนไดอยางไมหยุดยั้ง หลังจากหลอมรวมเซลลจะไดกลุมเซลลลูกผสมที่เรียกวา 

ไฮบริโดมา (hybridoma) ซึ่งปนกลุมเซลลที่สามารถสรางแอนติบอดี และมีชีวิตยืนยาว 

(immortalize)  สามารถเพิ่มจํานวนไดไมมีส้ินสุด แบงตัวและหล่ังแอนติบอดีออกมาไดในอาหาร

เล้ียงเซลล สามารถเก็บเซลลนี้แบบถาวรได และนํากลับมาเพาะเล้ียงไดอีก เพื่อใหเซลลผลิตโมโน

โคลนอลแอนติบอดีไดอีกในปริมาณและเวลาที่ตองการ โดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตเปน

ชนิดเดิมไมเปล่ียนแปลง 

   ในชุดตรวจสอบสวนใหญนิยมใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีมากกวาพอลิ

โคลนอลแอนติบอดี เนื่องจากวามีความจําเพาะมากกวา และสามารถควบคุมคุณภาพและ

ปริมาณของแอนติบอดีที่ใชการผลิตชุดตรวจสอบได เมื่อเปรียบเทียบโมโนโคลนอลแอนติบอดีกับ

พอลิโคลนอลแอนติบอดีพบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีมีจุดเดนตางๆ ดังนี้     

   1. ใชแอนติเจนนอยและไมตองบริสุทธิ์มากในการฉีดกระตุน   

   โดยในการกระตุนภูมิคุมกันของหนูอาจใชแอนติเจนในปริมาณ 100 

ไมโครกรัม หรือนอยกวาก็ไดตอการฉีดกระตุนแตละคร้ัง โดยที่แอนติเจนนั้นมีความบริสุทธิ์

พอประมาณ เนื่องจากสามารถเลือกเซลลที่มีความจําเพาะตอแอนติเจนที่ตองการไดในระหวาง

ข้ันตอนการคัดเลือกเซลล    

2. มีความเปนมาตรฐาน        

   สามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มี ลักษณะเหมือนกันเปน

มาตรฐานในทุกคร้ังการผลิตเนื่องจากเซลลที่ใชผลิตแอนติบอดีในแตละคร้ังมาจากเซลลตนกําเนิด

เดียวกัน ซึ่งการใชพอลิโคลนอลแอนติบอดีมักมีปญหาเนื่องจากสมบัติไมคอยคงที่ในแตละคร้ังที่

ผลิต และจุดเดนอีกประการของโมโนโคลนอลแอนติบอดี คือ สามารถผลิตไดในปริมาณที่ตองการ

ไมจํากัด ดังนั้นความเปนมาตรฐานของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจึงมีสูงมาก  

3. มีความจําเพาะสูง         

   โมโนโคลนอลแอนติบอดีจะเขาทําอันตรกิริยากับอิพิโทปเพียงตําแหนง

เดียวบนโมเลกุลของแอนติเจน ดังนั้นจึงมีความจําเพาะสูงมาก สามารถใชัจําแนกสายพันธุของ

เชื้อจุลินทรียหรือศึกษาลักษณะของโมเลกุลของแอนติเจนได ในขณะท่ีพอลิโคลนอลแอนติบอดี

ประกอบดวยแอนติบอดีหลาย ๆ ชนิด ที่แตละโมเลกุลมีความจําเพาะแตละอิพิโทปบนแอนติเจน

จึงสามารถทําปฏิกิริยาไดกับอิพิโทปหลายตําแหนงบนแอนติเจน     
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4. มีสัมพรรคภาพสูง        

   ในวิธีการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีจะสามารถคัดเลือกโมโนโคลนอล

แอนติบอดีที่มีสัมพรรคภาพสูงตอแอนติเจนได   ซึ่งสัมพรรคภาพ คือ คาการจับกันระหวาง

แอนติเจนกับแอนติบอดีเพียง 1 ตําแหนง โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีสัมพรรคภาพนี้จะสามารถ

นําไปใชไดในความเขมขนที่ถูกเจือจางลง   ทําใหลดปฏิกิริยารบกวนในการทดลองลงได และยัง

สามารถนําไปใชในการทําแอนติเจนใหบริสุทธิ์โดยใชเทคนิค affinity chromatography  

   5. สามารถเก็บรักษาเซลลที่ผลิตแอนติบอดีไดอยางถาวร      

   สามารถเก็บเซลลที่สรางโมโนโคลนอลแอนติบอดีไวเปนเวลานานใน

ไนโตรเจนเหลว  และนํากลับมาเล้ียงในอาหารเลี้ยงเซลลใหมเพื่อผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีได

ทุกเมื่อตองการ 

  2.1.7.2 แอนติเจน (antigen) 

แอนติเจน คือ สารที่สามารถกระตุนใหระบบภูมิคุมกันในรางกายใหสราง

แอนติบอดี และสามารถทําปฏิกิริยาจําเพาะเกิดเปนสารประกอบเชิงซอนกับแอนติบอดี และยังมี

คุณสมบัติที่สามารถจดจําสารนั้นได แอนติเจนเปนสวนที่ตองการการตรวจหาเม่ือมีแอนติบอดีที่

จําเพาะตอแอนติเจนนั้น หรือเปนสวนที่ใชในการตรวจหาแอนติบอดีที่จําเพาะตอแอนติเจนนั้น 

แอนติเจนมีความสําคัญ เนื่องจากในชุดตรวจ ELISA อาศัยปฏิกิริยาการจับกันแบบจําเพาะ

ระหวางแอนติเจนและแอนติบอดีเปนกลไกหลักในการตรวจ แอนติเจนขนาดเล็กที่เรียกวาแฮปเทน 

(hapten) มักตองทําการเช่ือมตอเขากับสารที่มีโมเลกุลใหญกวา เชน โปรตีน ในลักษณะของ 

hapten carrier conjugate เพื่อชักนําในการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันที่เรียกวาอิมมูโนเจน 

(immunogen) 

2.1.7.3. เอนไซม (enzyme)  

เอนไซมเปนสวนสําคัญของชุดตรวจ ELISA ซึ่งอยูในสวนของระบบการตรวจวัด

ปฏิกิริยาใชโดยการเช่ือมหรือติดฉลากเขากับแอนติเจนหรือแอนติบอดีที่ใชเปนตัวตรวจวัดเอนไซม

ที่นิยมใชมีอยู 2 ชนิด คือ horseradish peroxidase (HRP) และ alkaline phosphatase (AP)  

Horseradish peroxidase เปนไกลโคโปรตีน ที่มีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 44 กิโล

ดาลตัน ไดจากสวนรากของตนหัวไชเทา (Amoracia rusticana) เอนไซมจะถูกออกซิไดสดวย 

hydrogen peroxide เกิดเปน oxidized horseradish peroxidase ซึ่งสามารถออกซิไดส
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สับสเตรตที่เหมาะสมทําใหมีสีที่เปล่ียนแปลงไป การเชื่อมหรือติดฉลากเอนไซม HRP เขากับ

แอนติเจนหรือแอนติบอดีไดโดยอาศัย กรดอะมิโน lysine 4 ตัวที่อยูในโมเลกุลของเอนไซมนี้ 

  Alkaline phosphatase (AP) เปนเอนไซมที่ไดจาก bovine intestinal mucosa 

และเตรียมจาก E. coli โดยวิธีทางพันธุวิศวกรรม มีขนาด 84 กิโลดาลตัน เปนไกลโคโปรตีน       

ไดเมอร เอนไซมทําหนาที่คะตะไลซ (catalyze) เกิดไฮโดรไลสิส (hydrolysis) ของ phosphate 

ester บนสับสเตรต ทําใหมีสีเกิดข้ึน บนโมเลกุลของ AP มีหมูอะมิโนจํานวนมากสําหรับการ

เชื่อมตอกับแอนติเจนหรือแอนติบอดี 

  นอกจากนี้ยังมีระบบของ biotin / streptavidin เปนระบบตรวจวัดสัญญาณโดย

อาศัยการจับกันระหวาง biotin และ streptavidin สามารถเพิ่มความแรงของสัญญาณใหชุดตรวจ

มีความไวสูงข้ึน  biotin เปนวิตามินชนิดหนึ่ง มีคุณสมบัติจับกับสารอ่ืนๆ ได ในตอนแรกใชในการ

จับกับ avidin ที่ไดจากการไขขาว ตอมา avidin ถูกแทนที่ดวย streptavidin  ซึ่งไดจากแบคทีเรีย 

ซึ่งใหความแรงของสัญญาณที่เพิ่มมากข้ึน  

2.1.7.4. สับสเตรต (substrate) 

  การวัดปฏิกิริยาที่เกิดข้ึนระหวางแอนติเจนและแอนติบอดีที่มีการติดฉลากดวย

เอนไซมจะตองใชสับสเตรตเปนตัววัด สามารถเลือกใชไดข้ึนกับชนิดของเอนไซมที่ใชและวิธีการ

ตรวจวัด ซึ่งวิธีที่ใชในการตรวจวัดของชุดตรวจ ELISA คือ colorimetry, fluorometry และ 

chemiluminescence วิธีการตรวจวัดที่เปนที่นิยมที่สุดคือ colorimetry  

  Colorimetry เปนการวัดการเปลี่ยนแปลงสีของสับสเตรตที่เกิดจากเอนไซม แลว

ทําการอานผลดวยตาหรือใชเคร่ืองมือที่อานคาความดูดกลืนแสง (spectrophtometer หรือ  

ELISA reader) ทําไดงายและสะดวก  สับสเตรตที่ทําใหเกิดสีในวิธีนี้เรียกวา chromogenic 

substrate ซึ่งเดิมไมมีสีแตเม่ือทําปฏิกิริยากับเอนไซมจะใหสีเขมข้ึน สับสเตรตแตละชนิดจะอาน

ผลที่ความยาวคล่ืนแตกตางกัน ที่นิยมใชในชุดตรวจ ELISA ที่ใชเอนไซม horseradish 

peroxidase ไดแก  

ATBS (2,2’-azino-di-(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonate) เปล่ียนจากไมมีสีเปนสีเขียว 

อานผลที่ความยาวคล่ืน 415 นาโนเมตร  

OPD (O-Phenylenediamine) เปล่ียนจากไมมีสีเปนสีเหลือง อานผลที่ความยาวคล่ืน 

492 นาโนเมตร  
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TMB (3, 3’, 5, 5’-tetramethylbenzidine) เปล่ียนจากสีฟาเปนสีเหลือง อานผลที่ความ

ยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร 

สวนในชุดตรวจ ELISA ที่ใชเอนไซม alkaline Phosphatase (AP) สับสเตรตที่ใช ไดแก 

PNP (p-nitrophenyl phosphate) อานผลที่ความยาวคล่ืน 405 นาโนเมตร 

PMP (phenolphthalein monophosphate) อานผลที่ความยาวคล่ืน 550 นาโนเมตร 

1NP (1-napthyl phosphate) อานผลที่ความยาวคล่ืน 405 นาโนเมตร 

2.1.7.5 พื้นที่ผิวสําหรับการยึดตรึง (solid support) 

  ชุดตรวจ ELISA จะใชการยึดตรึงหรือเคลือบแอนติเจนหรือแอนติบอดีเขากับ

พื้นผิวในรูปแบบของ Solid phase กอน เรียกวา coating หรือ immobilization หลังจากนั้นจึงทํา

ปฏิกิริยาตามลําดับข้ันตอน แลวอานผลของปฏิกิริยานั้น การใชพื้นที่ผิวในการยึดตรึงชวยให

ข้ันตอนลางเอาสารเกินออกไดดีข้ึน ทําใหลดการเกิด background ได และอานผลของปฏิกิริยาได

สะดวกข้ึน ซึ่งรูปแบบการใชพื้นที่ผิวสําหรับการยึดตรึงในชุดตรวจ ELISA มีหลายแบบ ที่เปน

มาตรฐานในปจจุบันคือ ชนิดจานเคลือบ 96 หลุม (96-well plate)  ทําจากพลาสติกชนิด 

polystyrene เปน ออรแกนิกพอลิเมอร (organic polymer) จะมีคุณสมบัติใหการโปรงแสงที่ดี ใช

กับเคร่ืองอาน spectophptometer ไดสะดวก โดยแอนติเจนและแอนติบอดีจะจับกับชนิดจาน

เคลือบ 96 หลุมดวย noncovalent  binding 

 

2.2 งานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 เนื่องจากสารนอรฟลอกซาซินเปนสารปฏิชีวนะที่มีการนิยมใชกันอยางแพรหลาย ทําให

เกิดการตกคางในผลิตภัณฑจากสัตว จึงตองมีการตรวจหาการตกคางของสารนอรฟลอกซาซิน

ดวยวิธีตางๆ  

 เทคนิคทางเคมีที่เปนที่นิยม ไดแก เทคนิค HPLC โดย Christodoulou และคณะ (2007) 

ไดทําการตรวจวัดปริมาณสารนอรฟลอกซาซินและสารในกลุมฟลูออโรควิโนโลนท่ีตกคางใน

กลามเนื้อไก และ ไขแดง โดยใชคอลัมนชนิด C18 reversed-phase และใชสารละลายตัวพาเปน 

น้ํา และ acetronitrile ในอัตราสวน 85:15 ปริมาตรโดยปริมาตร แลวทําการติดตามดวยเคร่ือง

ตรวจวัดชนิด UV ที่ความยาวคล่ืน 255 และ 275 นาโนเมตร สามารถวัดปริมาณที่นอยที่สุดใน

กลามเนื้อไกไดเทากับ 5 นาโนกรัมตอกรัม และในไขแดงไดเทากับ 8 นาโนกรัมตอกรัม นอกจากนี้
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ยังมีการใชเทคนิค LC-MS โดยการใช C18 reversed-phase column เชนเดียวกัน ทําการตรวจวัด

ปริมาณสารนอรฟลอกซาซินในตัวอยางนมโค โดยสารละลายตัวพาที่ใชคือ acetronitrile และ          

เมทานอล ในอัตราสวน 60:40 ปริมาตรโดยปริมาตร มีขีดจํากัดในการตรวจวัดเทากับ 0.064 นาโนกรัม

ตอกรัม  

ตอมา Bucknall และคณะ (2003) ไดทําการผลิตพอลิโคลนอลแอนติบอดีตอสารปฏิชีวนะ

ในกลุมควิโนโลนและฟลูออโรควิโนโลน คือ สารนอรฟลอกซาซิน เอนโรฟลอกซาซิน 

(enrofloxacin) ฟลูเมควิน (flumequin) และกรดนาลิดิซิก (nalidixic acid) โดยเช่ือมสารตางๆใน

กลุมเขากับ ovalbumin แลวฉีดกระตุนระบบภูมิคุมกันของแกะ จากนั้นนําแอนติบอดีที่ไดมา

พัฒนาเปนชุดตรวจ พบวาไดชุดตรวจสอบแบบที่จําเพาะโดยใชแอนติบอดีตอเอนโรฟลอกซาซิน 

ฟลูเมควิน และกรดนาลิดิซิก และชุดตรวจสอบแบบ generic test โดยใชแอนติบอดีตอสาร      

นอรฟลอกซาซินและพบวามีการทําปฏิกิริยาขามกับสารในกลุมอยูในชวง 1%-143% และนํามา

ทดสอบในตัวอยางน้ํานมโค และไตของแกะ มีปริมาณที่นอยที่สุดที่วัดได เทากับ 4 ไมโครกรัมตอ

กิโลกรัม 

ในป 2006 Huet และคณะ ไดทําการผลิตพอลิโคลนอลแอนติบอดีตอสารปฏิชีวนะ    

ฟลูออโรควิโนโลน ไดแก สารนอรฟลอกซาซิน และซาราฟลอกซาซิน โดยการเช่ือมตอสารเหลานี้

ดวยโปรตีนตัวพา (carrier protein) นําไปฉีดกระตุนระบบภูมิคุมกันของกระตายจากนั้นนํา

แอนติบอดีที่ไดมาพัฒนา เปนชุดตรวจสอบแบบ direct competitive ELISA และนําไปตรวจสอบ

การทําปฏิกิริยาขามกับสารในกลุม ไดแก ดาโนฟลอกซาซิน มาโบฟลอกซาซิน โอฟลอกซาซิน    

ฟลูเมควิน กรดออกโซลินิก ซินอกซาซิน ไดฟลอกซาซิน และอินอกซาซิน พบวาแอนติบอดีตอสาร

นอรฟลอกซาซิน และแอนติบอดีตอซาราฟลอกซาซินเกิดการทําปฏิกิริยาขามกับสารในกลุม 

จากนั้นนํามาทดสอบในตัวอยางกลามเนื้อไก ไตของหมู ผลิตภัณฑจากทะเล และไข พบวามี

ปริมาณที่นอยที่สุดที่วัดได เทากับ 0.5, 0.6, 0.7, และ 0.3  ไมโครกรัมตอกิโลกรัม ตามลําดับ 

ตอมาในป 2007 Kato และคณะไดผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอสารนอรฟลอกซาซิน 

ดวยการฉีดกระตุนหนู BALB/c ดวยสารนอรฟลอกซาซินที่เช่ือมตอกับ KLH (keyhole limpet 

haemocyanin) นําโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดมาเตรียมชุดตรวจสอบตอสารในกลุมควิโนโลน 

โดยใชสารนอรฟลอกซาซินเปนสารมาตรฐานในชุดตรวจสอบ มีคา LOD เทากับ 0.7 นาโนกรัมตอ

มิลลิลิตร มีคาปฏิกิริยาขามตอเอนโรฟลอกซาซิน ซิโพรฟลอกซาซิน 100% นอกจากนี้ยังทํา

ปฏิกิริยาขามกับสารอ่ืนๆ ในกลุมควิโนโลน  
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Tittlemier และคณะ (2008) ไดมีการศึกษาและผลิตพอลิโคลนอลแอนติบอดีตอสาร    

นอรฟลอกซาซิน แลวนําแอนติบอดีที่ไดมาพัฒนาเปนชุดตรวจสอบแบบ direct competitive 

ELISA (Ag captured) มีความเขมขนนอยที่สุดที่วัดไดในตัวอยางเนื้อกุงเทากับ 1 นาโนกรัมตอ

กรัม จากนั้นนํามาทดสอบหาปฏิกิริยาขามกับสารเอนโรฟลอกซาซิน ซิโปรฟลอกซาซิน ไดฟลอกซาซิน 

และซาราฟลอกซาซิน ซึ่งเปนสารในกลุมเดียวกันกับสารนอรฟลอกซาซิน พบวามีการเกิดปฏิกิริยาขาม

มากกวา 10 เปอรเซนต 

เม่ือทําการเปรียบเทียบวิธีที่ใชในการตรวจวัดการตกคางของสารนอรฟลอกซาซินทั้งเทคนิคทาง

เคมีและเทคนิค  ELISA พบวาเทคนิค  ELISA มีขอไดเปรียบ คือ จะมีความไวสูง  ใหผลตรวจสอบที่

รวดเร็ว และไมจําเปนตองใชเคร่ืองมือที่มีราคาแพง ดังนั้นจึงมีการผลิตชุดตรวจสอบสาร                   

นอรฟลอกซาซินโดยใชหลักการ ELISA ออกมาจํานวนมาก ซึ่งในประเทศไทยไดมีการนําเขามาจําหนาย 

ตัวอยางเชนชุดตรวจที่มีชื่อทางการคาวาชุดตรวจฟลูออโรควิโนโลน ผลิตโดยบริษัท Euro-Diagnostica 

B.V. (Netherland)  สามารถตรวจติดตามสารนอรฟลอกซาซินในเนื้อ น้ํานม ไข ปสสาวะ น้ําผ้ึง และซีรัม 

โดยพบวาปริมาณตํ่าสุดที่ตรวจวัดไดในกลามเนื้ออยูที่ 12  นาโนกรัมตอกรัม ในน้ํานมอยูที่ 3 นาโนกรัม

ตอกรัม ในไขอยูที่ 6 นาโนกรัมตอกรัมในปสสาวะอยูที่ 7 นาโนกรัมตอกรัม ในน้ําผ้ึงอยูที่ 3 นาโนกรัมตอ

กรัม และในซีรัมอยูที่ 2.5 นาโนกรัมตอกรัม ใหคาเปอรเซ็นตของปฏิกิริยาขามกับสารในกลุม          

ฟลูออโรควิโนโลน คือ ซิโพรฟลอกซาซิน เทากับ 124%  เอนโรฟลอกซาซิน เทากับ 92% โอฟลอกซาซิน 

เทากับ 18% ดาโนฟลอกซาซิน เทากับ 89% อินอกซซินและกรดออกโซลินิก เทากับ 57%               

นาดิฟลอกซาซิน เทากับ 85% กรดไพโรมิดิก เทากับ 62% โลมีฟลอกซาซิน เทากับ 40%                      

มาโบฟลอกซาซิน เทากับ 16% กรดไพเพอรมิดิก เทากับ 5% ซาราฟลอกซาซิน เทากับ 4% ฟลูมิควิน 

เทากับ 2% สวน ซินอกซาซิน โทซูฟลอกซาซิน และกรดนาลิดิซิกใหคานอยกวา 0.1% 

และชุดตรวจฟลูออโรควิโนโลน ที่ผลิตโดยบริษัทอะบราซิส มีชวงมาตรฐานอยูที่ 0.1 ถึง 10 นาโนกรัมตอ

มิลลิลิตร สามารถตรวจติดตามสารในกลุมฟลูออโรควิโนโลน ในน้ํานม เนื้อ ปลา กุง และน้ําผึ้ง โดย

พบวาปริมาณตํ่าสุดที่ตรวจวัดไดในน้ํานมอยูที่ 1 นาโนกรัมตอกรัม ในเน้ือ ปลา กุง และน้ําผ้ึง อยูที่ 10 

นาโนกรัมตอมิลลิลิตร 

 เนื่องจากชุดตรวจที่ใชอยูภายในประเทศตองนําเขาจากตางประเทศ สถาบันเทคโนโลยีชีวภาพ

และวิศวกรรมพันธุศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย จึงมีเปาหมายที่จะพัฒนาชุดตรวจสอบดังกลาวข้ึน

สําหรับใชในประเทศ ซึ่งสถาบันเทคโนโลยีชีวภาพและวิศวกรรมพันธุศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย

ไดประสบผลสําเร็จในการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอสารนอรฟลอกซาซิน จากการกระตุนหนู
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ดวยสารนอรฟลอกซาซินที่เชื่อมกับโปรตีน KLH โมโนโคนอลแอนติบอดีที่ไดมีไอโซไทปเปน IgG1 

แตอยางไรก็ตามแอนติบอดีที่ไดนี้สามารถทําปฏิกิริยาขามกับสารอ่ืนๆ ในกลุมควิโนโลนและ 

ฟลูออโรควิโนโลนไดหลายชนิดจึงเหมาะสําหรับนํามาพัฒนาเปนชุดตรวจสอบสารในกลุม         

ควิโนโลนและฟลูออโรควิโนโลนไดหรือที่เรียกวา generic test ดวยเทคนิค ELISA เพื่อใหไดชุด

ตรวจสอบที่มีประสิทธิภาพในการตรวจวิเคราะหตอไป 
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บทที่ 3 

 
อุปกรณและวิธีดําเนินการวิจัย 

3.1 เซลลไฮบริโดมา 

ตารางที่ 3.1 เซลลไฮบริโดมา 

เซลลไฮบริโดมา แหลงที่มา 

1.เซลลไฮบริโดมาผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

   ตอสารนอรฟลอกซาซิน (nor#155) 

 

หนวยปฏิบัติการวิจัยการผลิตแอนติบอดี  

สถาบันเทคโนโลยีชีวภาพและ 

วิศวกรรมพนัธศุาสตร  

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

3.2 เครื่องมือและอุปกรณที่ใชในงานวิจัย 
ตารางที่ 3.2 เคร่ืองมือและอุปกรณที่ใชในงานวิจยั 

เคร่ืองมือและอุปกรณ แหลงที่มา 

2. เคร่ืองมือ 

- กลองจุลทรรศนชนิดหัวกลับ (Inverted    

  microscope) รุน TMS 

- เคร่ืองกําเนิดเสียงความถี่สูง 

(Ultrasonicator) 

- เคร่ืองกวนแมเหล็ก  

  (Hot plate magnetic stirrer) 

- เคร่ืองชั่ง (Electronic balance)  

  รุน PG 4002-S และรุน AG204 

- เคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง (Multi-              

detection microplate reader) รุน 

synergyTM HT 

- เคร่ืองวัดความเปนกรดเบส (pH meter)  

  รุน SevenEasy 

 

Nikon Corporation, Japan 

 

D.S.C. group Co.,Ltd, Taiwan 

 

Corning, USA 

 

Mettler Toledo Co., Ltd., Switzerland  

 

BIO-TEK® Instruments, Inc, USA 

 

 

Mettler Toledo Co., Ltd., Switzerland  
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- เคร่ืองปนเหวี่ยงชนิดต้ังโตะ (Top bench     

  centrifuge) รุน MSE minor 35 

- เคร่ือง microplate reader 

- ตูบมบรรยากาศคารบอนไดออกไซด 

- ตูปลอดเช้ือ (laminar flow)  

  ISSCO   รุน HS-124 

- ปเปตตอัตโนมัติ (auto pipette) 

- อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (water bath) รุน   

WB7 

M.S.E. LTD, England 

 

Titertek multiskan, Finland 

Yamato Scientific Co.,Ltd., Japan 

International Scientific Supply Co.,  

 Ltd., Thailand  

Gilson, France 

Memmert, Germany 

 

     - กระบอกฉีดยาขนาด 1 และ 5 มิลลิลิตร 

     - ขวดแกว 

     - ขวดเล้ียงเซลลขนาด 10 และ 250   

มิลลิลิตร 

     - เข็มฉีดยาขนาด 18G และ 21G 

     - จานทดสอบ ELISA ชนดิ 96 หลุม 

     - ชุดเพาะเล้ียงเซลลพรอมเคร่ืองกวน 

(Spinner culture vessel and biological 

stirrer) ขนาด 250 มิลลิลิตร 

     - ปเปตตแกว ขนาด 10 มิลลิลิตร 

     - หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร  

     - หลอดปนเหว่ียงขนาด 50 มิลลิลิตร 

Nipro, Thailand 

Boro, Germany 

Nunc, Denmark 

 

Nipro, Thailand 

Nunc, Denmark 

Techne, USA 

 

 

HBG, Germany 

Axygen, USA 

Nunc, Denmark 
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3.3 สารเคมีที่ใชในงานวิจัย  

ตารางที่ 3.3 สารเคมีที่ใชในงานวิจัย 

สารเคมีทีใ่ชในการวิจยั ลักษณะการใชงาน แหลงที่มา 

1.  Acetonitrile เฟสเคลื่อนที่ใน HPLC Sigma-Aldrich, USA 

2.  Aminohexanoyl-Biotin-N-    

Hydroxysuccinimide 
เชื่อมตอกับแอนติบอดี Zymed, USA 

3. 1-Aminohydantonin             

(AHD) 
ทดสอบปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 

4. 3-Amino-2oxazolidone         

(AOZ) 
ทดสอบปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 

5.  Ammoniumpersulfat           

(APS) 

เตรียมเจลในเทคนิค SDS 

PAGE 
Sigma-Aldrich, USA 

6. BCA protein assay kit วิเคราะหปริมาณโปรตีน Thermo scientific, USA 

7. Bovine serum albumin 
โปรตีนมาตรฐานและใชเชื่อม

กับนอรฟลอกซาซิน 
Sigma-Aldrich, USA 

8. Bromophenol blue เตรียมตัวอยาง SDS-PAGE Sigma-Aldrich, USA 

9. Chloramphenical ทดสอบปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 

10. Cinoxacin ทดสอบปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 

11. Ciprofloxacin ทดสอบปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 

12. Citric acid เตรียมสารละลายบัฟเฟอร Merck, Germany 

13. Clenbuterol ทดสอบปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 
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ตารางที่ 3.3 สารเคมีที่ใชในการวิจัย (ตอ) 

สารเคมีทีใ่ชในการวิจยั ลักษณะการใชงาน แหลงที่มา 

14. CoomassieBrilliant blue    

R-250 
ยอมเจล SDS-PAGE Pierce, USA 

15. Dichloromethane สกัดตัวอยางจากเนื้อไก Ajax Finechem, Australia 

16. Dimethyl sulfoxide 

(DMSO) 
เตรียมอาหารเก็บเซลล Fluka, Switzerland 

17. Disodium 

hydrogenphosphate 

(Na2HPO4) 

สวนประกอบของ 

สารละลายบัฟเฟอร 
Carloerba, USA 

18. Enoxacin  ทดสอบปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 

19. Enrofloxacin ทดสอบปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 

20. Ethanol ตัวทําละลาย BDH, England 

21.1-Ethy-3-(3- 

dimethylaminopropyl) 

carbodiimide (EDC) 

สารเช่ือมตอ Sigma-Aldrich, USA 

22. Fetal calf serum (FCS) 
สวนประกอบของ 

อาหารเล้ียงเซลล 
Invitromex, USA 

23. Flumequine ทดสอบปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 

24. Furazolidone ทดสอบปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 

25. Hydrochloric acid (HCL) 
สวนประกอบของสารละลาย

บัฟเฟอร Sigma-Aldrich, USA 
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ตารางที่ 3.3 สารเคมีที่ใชในการวิจัย (ตอ) 

สารเคมีทีใ่ชในการวิจยั ลักษณะการใชงาน แหลงที่มา 

26. Hydrogen peroxide 

(H2O2) 
เตรียมสับสเตรต Fluka, Switzerland 

27. L-Glutamine 
สวนประกอบของอาหารเล้ียง

เซลล 
Sigma-Aldrich, USA 

28. Methanol ตัวทําละลาย BDH, England 

29. N-Hydroxysuccinimide 

(NHS) 
สารเช่ือมตอ Fluka, China 

30. Nalidixic acid ทดสอบปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 

31. Norfloxacin 
เปนแฮบเทนและทดสอบ

ปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 

32. Ofloxacin ทดสอบปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 

33. O-phenylenediamine สารทําใหเกิดสีของปฏิกิริยา Abkem Iberia S.L., Spain 

34. Oxolinic acid ทดสอบปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 

35. Oxytetracycline ทดสอบปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 

36. Peroxidase-Goat Anti-

Mouse IgG (Gamma 

chain Specific) 

ทดสอบ ELISA 
Jackson Immuno 

Research, USA 

37. Penicllin G ทดสอบปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 

38. Pipermidic acid ทดสอบปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 

39. Progesterone ทดสอบปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 
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ตารางที่ 3.3 สารเคมีที่ใชในการวิจัย (ตอ) 

 

สารเคมีทีใ่ชในการวิจยั ลักษณะการใชงาน แหลงที่มา 

40. RPMI 1640 medium อาหารเล้ียงเซลล Biochrom  AG, Germany 

41. Salbutamol ทดสอบปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 

42. Sodium bicarbonate 

(NaCO3) 

สวนประกอบของ 

สารละลายบัฟเฟอร 
Sigma-Aldrich, USA 

43. Sodium carbonate   

(Na2CO3)   
เตรียมอาหารเล้ียงเซลล Merck, Germany 

44. Sodium chloride (NaCl) 
สวนประกอบของ 

สารละลายบัฟเฟอร 
Merck, Germany 

45. Sodium dihydrogen 

phosphate (NaH2PO4) 

สวนประกอบของสารละลาย

บัฟเฟอร 
Carlo erba, USA  

46. Sodium dodecyl 

sulphate (SDS) 

เตรียมเจลในเทคนิค 

SDSPAGE 
Sigma-Aldrich, USA 

47. Streptomycin ทดสอบปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 

48. Sulfamethazine ทดสอบปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 

49. Sulfuric acid (H2SO4) หยุดปฏิกิริยาของเอนไซม Merck, Germany 

50. Tetracyclin ทดสอบปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 

51. 3,3’,5,5’- 

tetramethylbenzidine 

(TMB) 

สารทําใหเกิดสีของปฏิกิริยา Sigma-Aldrich, USA 
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ตารางที่ 3.3 สารเคมีที่ใชในการวิจยั (ตอ) 

52. Hydroxymethyl 

aminomehane ( Tris) 

สวนประกอบของ 

สารละลายบัฟเฟอร 
Merck, Germany 

53. Tween 20 
สวนประกอบของ 

สารละลายบัฟเฟอร 
Sigma-Aldrich, USA 

54. นมพรองมันเนย          

(skim milk) 
ทดสอบ ELISA 

Mission health food, 

Thailand 
 

3.4 การดําเนินงานวิจัย 

3.4.1 การเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา 

3.4.1.1 การนําเซลลไฮบริโดมาที่เก็บอยางถาวรมาเล้ียง 

นําหลอดที่เก็บเซลลไฮบริโดมาที่มีความจําเพาะตอสารนอรฟลอกซาซินมีรหัส 

ไฮบริโดมา รหัสโคลน nor#155 ออกจากไนโตรเจนเหลว นํามาละลายในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิที่ 

37  องศาเซลเซียสทันที หลังจากนั้นทําการถายเซลลลงหลอดที่มีอาหารเล้ียงเซลลไฮบริโดมา 

RPMI 1640 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร แลวนําไปปนเหวี่ยงใหเซลลตกตะกอนท่ีความเร็ว 1,500 รอบ

ตอนาที เปนเวลา 5 นาที ดูดอาหารเล้ียงเซลลที่อยูดานบนทิ้ง จากนั้นนําเซลลไปเล้ียงตอในอาหาร

เล้ียงเซลล RPMI 1640 ที่มี fetal calf serum (FCS) 20 เปอรเซ็นต โดยปริมาตร ในขวดเล้ียงเซลล

ขนาด 10 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในตูเล้ียงเซลลที่ควบคุมระดับ

คารบอนไดออกไซดไวที่ 5 เปอรเซ็นต เล้ียงไวประมาณ 2-3 วัน เม่ือเซลลเจริญเต็มขวด จึงทําการ

ยายเซลลลงในอาหารเล้ียงเซลล RPMI 1640 ที่มี FCS 10 เปอรเซ็นต โดยปริมาตร โดยแบงใสใน

ขวดเล้ียงเซลลขนาด 10 มิลลิลิตร จํานวน 2 ขวด เพื่อนําไปเล้ียงเพิ่มจํานวนแอนติบอดีตอไป และ

อีกสวนนําไปเก็บอยางถาวรในไนโตรเจนเหลว 
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3.4.1.2 การเก็บเซลลไฮบริโดรมาอยางถาวร 

นําเซลลไฮบริโดมาที่ไดจากขอ 3.4.1.1 ที่แบงใสในขวดเล้ียงเซลลขนาด 10 

มิลลิลิตร 1 ขวด มาปนเหวี่ยงใหเซลลตกตะกอนที่ความเร็ว 1,500 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที 

จากนั้นดูดอาหารเลี้ยงเซลลที่อยูดานบนทิ้ง แลวเติมน้ํายาแชแข็งเซลลที่มี dimethyl sulfoxide 

(DMSO) 10 เปอรเซ็นต โดยปริมาตร ขณะเย็น ลงไปประมาณ 1 มิลลิลิตร ใชปเปตเปาข้ึนลงเบาๆ 

จนเซลลเขากันดีกับน้ํายาแชแข็งเซลล จากนั้นถายเซลลลงในหลอดแชแข็ง นําไปแชที่อุณหภูมิ -70 

องศาเซลเซียสเปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นจึงยายลงไปแชในไนโตรเจนเหลวที่มีอุณหภูมิ  -196 

องศาเซลเซียส ซึ่ง DMSO ทําหนาที่ปองกันการเกิดผลึกอันจะสงผลใหเซลลเกิดความเสียหาย

ระหวางการแชเย็น  

 

3.4.1.3 การเล้ียงเซลลและการเพิ่มจํานวนเซลลในภาชนะเล้ียงเซลล 

นําเซลลไฮบริโดมาโคลนที่ไดจากขอ 3.4.1.1 ที่แบงใสในขวดเล้ียงเซลลขนาด 10 

มิลลิลิตร 1 ขวด บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในตูเพาะเลี้ยงเซลลควบคุมระดับ

คารบอนไดออกไซดที่ 5 เปอรเซ็นต เปนเวลา 2 วัน จากนั้นถายลงภาชนะปริมาตร 50 มิลลิลิตร 

บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในตูเพาะเลี้ยงเซลลควบคุมระดับคารบอนไดออกไซดที่ 5 

เปอรเซ็นต เปนเวลา 2 วัน แลวทําการยายเซลลลงขวดเล้ียงเซลลที่มีการปนกวนขนาด 1 ลิตร ที่มี

อาหารเล้ียงเซลลปริมาตร 600 มิลลิลิตร ปนกวนดวยความเร็ว 20 รอบตอนาที บมที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส ในตูเพาะเล้ียงเซลลควบคุมระดับคารบอนไดออกไซดที่ 5 เปอรเซ็นต เล้ียงเซลล

เปนเวลา 3 วัน จากนั้นทําการเก็บอาหารเล้ียงเซลลจนกระทั่งไดปริมาตรประมาณ 1,500 มิลลิลิตร 

แลวจึงแบงใสหลอดนําไปปนเหวี่ยงใหเซลลตกตะกอนท่ีความเร็ว 1,500 รอบตอนาที เปนเวลา 5 

นาที แลวแยกสวนของเซลลที่ตกตะกอนทิ้งไป เก็บสวนของอาหารเลี้ยงเซลลซึ่งมีแอนติบอดีอยูไว 

เพื่อนําแอนติบอดีที่ไดไปทําใหบริสุทธิ์ตอไป 
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3.4.2 การเชื่อมตอสารนอรฟลอกซาซินกับ BSA  

ในการเชื่อมตอสารนอรฟลอกซาซินกับ BSA ทําการเชื่อมตอดวยวิธี cabodiimide โดยใช 

EDC และ NHS เปนสารเช่ือมตอ (coupling agent) โดยเร่ิมจากการนําสารนอรฟลอกซาซิน 20 

มิลลิกรัม NHS 10 มิลลิกรัม และ EDC 12.5 มิลลิกรัม ละลายใน DMF 1 มิลลิลิตร เขยาชาๆ เปน

เวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นเติมสารละลาย BSA 50 มิลลิกรัมใน 0.01 M phosphate buffer saline 

pH 7.4 (PBS) ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ลงไปทีละหยด กวนเบาๆ ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 2 ชั่วโมง 

จากนั้นนําไปไดแอไลซดวย PBS ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยทําการเปล่ียน PBS วันละ 2 คร้ัง 

เปนเวลา 3 วัน (Els Van และคณะ, 2004) 

 

3.4.3 การตรวจสอบการสรางแอนติบอดีตอสารนอรฟลอกซาซิน 

นําอาหารเล้ียงเซลลไฮบริโดมาที่ไดจากขอ 3.4.1.1 มาทดสอบการสรางแอนติบอดีที่

จําเพาะตอสารนอรฟลอกซาซิน ดวยวิธี indirect ELISA เร่ิมจากการเคลือบหลุมของจาน 96 หลุม

ดวยสารนอรฟลอกซาซินที่เช่ือมตอกับ BSA ความเขมขน 2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร หลุมละ 100 

ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12-16 ชั่วโมง ลางดวย PBS ที่มี 0.05% 

Tween (PBST) 3 คร้ัง จากนั้นเติมสารละลายนมพรองมันเนย 5% หลุมละ 300 ไมโครลิตร บมที่ 

37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง นํามาลางดวย PBST 3 คร้ัง เติมอาหารที่ผานการเล้ียงเซลล

ไฮบริโดมาเจือจางที่ความเขมขน 1:5 – 1:1,600 เทา หลุมละ 100 ไมโครลิตร นําไปบมที่ 37 องศา

เซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง จากนั้นนํามาลางดวย PBST 3 คร้ัง เติมแอนติบอดีทุติยภูมิ goat anti-

mouse IgG ที่มีเอนไซมฮอรสราดิชเพอรออกซิเดส (horseradish peroxidase) เช่ือมอยู (GAM-

HPR) ที่เจือจาง 1:5,000 เทา ใน PBS หลุมละ 100 ไมโครลิตร แลวนําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 1 ชั่วโมง ลางดวย PBST จํานวน 3 คร้ัง จากนั้นนํามาเติมสารละลายสับสเตรตของ

เอนไซม ซึ่งประกอบดวย OPD และ H2O2 ละลายใน 0.15 M phosphate citrate buffer pH 5.0 

หลุมละ 150 ไมโครลิตร  บมในที่มืดอุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที เติม 2.5 M H2SO4 หลุมละ 

100 ไมโครลิตร เพื่อหยุดปฏิกิริยาเอนไซม แลวนําไปวัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 492 นาโน

เมตร ดวยเคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง 
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3.4.4 การทําแอนติบอดีใหบริสุทธิ์ 

3.4.4.1 การทําแอนติบอดีใหเขมขน 

โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจากไฮบริโดรมาโคลน nor#155 มีไอโซไทปเปน IgG1 

ซึ่งเปนไอโซไทปที่สามารถจับกับ protein A ไดนอยกวาไอโซไทปอ่ืนๆ จึงตองทําการเพ่ิมความ 

สามารถในการจับระหวางแอนติบอดีและ protein A โดยเร่ิมจากการทํา อาหารเล้ียงเซลล 

ใหเขมขนข้ึนดวยการทํา ultrafiltration จากนั้นทําการเติมเกลือโซเดียมคลอไรดลงไป 

ใหความเขมขนสุดทายเทากับ 4 M นําไปกรองดวยกระดาษกรอง แลวจึงนําไปผาน protein A 

sepharose ในขอ 3.4.2.2 (Johnstone และ Thrope, 1987) 

 

3.4.4.2 การทําแอนติบอดีใหบริสุทธิ์โดยวิธี protein A affinity chromatography 

protein A มีขนาด 42 กิโลดาลตัน เปนสวนประกอบในผนังเซลลของเชื้อ 

Staphylococcus aureus สามารถทําจับกับแอนติบอดีที่มีไอโซไทป IgG2a ไดดีที่สุด รองลงมาคือ 

ไอโซไทป IgG2b, IgG3 และ IgG1 ตามลําดับ โดยจับกับแอนติบอดีที่บริเวณ Fc 

ของโมเลกุลแอนติบอดี ซึ่งอาศัยหลักการของ affinity chromatography โดย protein A จะ

สามารถเกิดอันตรกิริยาไดดีที่สุดที่คา pH 9.0 และเมื่อคา pH ลดตํ่าลงอันตรกิริยาระหวาง   

protein A กับแอนติบอดีจะมีสัมพรรคภาพตํ่าลง จึงสามารถแยกแอนติบอดีออกได โดยมีวิธีการ

ทําดังนี้  

นํา protein A sepharose 0.5 กรัม มาทําใหพองตัว (swell) โดยแชใน PBS 5 

มิลลิลิตร เปนเวลา 1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิหอง แลวนําไปบรรจุใสคอลัมน จากนั้นปรับคอลัมนใหอยู

ในสภาพสมดุลโดยเติม 0.1 M phosphate buffer, pH 8 ปริมาตร  5 เทาของคอลัมน ปรับคา pH 

ของอาหารเล้ียงเซลลที่มีแอนติบอดีใหเทากับ 8.0 ดวย 1 M Tris buffer, pH 9.0  แลวเติมลงใน

คอลัมน ปรับใหมีอัตราการไหลเทากับ 1 มิลลิลิตรตอนาที ทําการลางคอลัมนดวย 0.1 M 

phosphate buffer, pH 8.0 ปริมาตร  5 เทาของคอลัมน  จากนั้นจึงชะแอนติบอดีออกโดยใช 0.1 

M citrate buffer, pH 3.0  ปริมาตร  3 เทาของคอลัมน ใหมีอัตราการไหลเทากับ 1 มิลลิลิตรตอ

นาที พรอมกับเก็บสารละลายที่ออกจากคอลัมนใสหลอดทดลองท่ีมี 1 M Tris buffer, pH 9.0 
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ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เพื่อปรับ pH สารละลายในหลอดทดลองใหเปน 8.0 

โดยเก็บสารละลายที่ออกจากคอลัมนหลอดละ 1 มิลลิลิตร นําสารละลายในหลอดทดลองแตละ

หลอดไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร แลวเก็บสารละลายในหลอดที่ใหคาการดูดกลืน

แสงสูงมารวมกันนําไปไดแอไลซดวย PBS ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยเปล่ียน PBS วันละ 2 

คร้ัง เปนเวลา 3 วัน (Hudson และ Hay, 1980) 

 

 3.4.5 การหาปริมาณโปรตีน 

  3.4.5.1 การวัดปริมาณโปรตีนของแอนติบอดี ดวยวิธี Bicinchoninic Acid Assay 

(BCA assay) 

ทําการวิเคราะหปริมาณโปรตีนของแอนติบอดี โดยการใช BCATM Protein Assay 

Kit ของบริษัท PIERCE โดยเตรียม working reagent ดวยการผสมรีเอเจนต A และ รีเอเจนต B 

ในอัตราสวน 50:1 จากนั้นเตรียมสารมาตรฐาน BSA เจือจางที่ความเขมขน 0-1200 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร และสารตัวอยาง (แอนติบอดีทั้งกอนและหลังจากทําใหบริสุทธิ์) เจือจางที่ความเจือจาง 

2, 4, และ 8 เทาใน PBS แลวเติมสารมาตรฐานและสารตัวอยางแตละความเขมขนลงในจานชนิด 

96 หลุม หลุมละ 25 ไมโครลิตร เติม working reagent ลงไปในหลุมที่มีสารมาตรฐานและสาร

ตัวอยาง หลุมละ 200 ไมโครลิตร เขยาจานชนิด 96 หลุมเบาๆ ประมาณ 30 วินาที กอนนําไปเขาตู

บม 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที จากนั้นนํา จานชนิด 96 หลุมออกมาวางไวใหเย็นลงท่ี

อุณหภูมิหอง แลวนําไปวัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร ดวยเคร่ืองวัดคาการ

ดูดกลืนแสง 

 

3.4.5.2 การหาปริมาณโปรตีนของแอนติบอดีโดยการวัดคาการดูดกลืนแสง  

การหาปริมาณโปรตีนของแอนติบอดีโดยการวัดคาการดูดกลืนแสง สามารถวัดได

หลังจากแอนติบอดีผานการทําใหบริสุทธิ์แลวเทานั้น เนื่องจากในอาหารเล้ียงเซลลจะมีโปรตีนชนิด

ตางๆ อยูเปนจํานวนมากอาจทําใหการคํานวณหาปริมาณโปรตีนของแอนติบอดีผิดพลาดไป 

ข้ันตอนในกาวัดคาการดูดกลืนแสงจะเร่ิมจากนําแอนติบอดีที่ไดแอไลซแลวมาเจือจาง 1:2-1:32 

เทา จากนั้นนําไปวัดคาการดูดกลืนแสง (OD) ที่ความยาวคล่ืน 260 และ 280 นาโนเมตร และ 
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นําไปคํานวณหาปริมาณโปรตีนของแอนติบอดีจากสูตร (Johnstone และ Thrope, 1987)  

 

ปริมาณโปรตีน (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) = (OD280 X 1.55) - (OD260 X 0.77) 

 

3.4.6 การหาปริมาณแอนติบอดี 

3.4.6.1 การหาปริมาณแอนติบอดีโดยการวัดคาการดูดกลืนแสง 

 ทําการหาปริมาณแอนติบอดีตามวิธีของ Johnstone และ Thrope (1987) โดยการ

นําสารละลายแอนติบอดีที่ไดแอไลซแลวไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร 

จากนั้นนําไปคํานวณหาปริมาณแอนติบอดีจากสูตร 

 

  ความเขมขนของแอนติบอดี (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) =     OD280 

                 extinction coefficient ของ IgG   

หมายเหตุ คา extinction coefficient ของสารละลาย IgG 1 มิลลิกรัมตอมิลลิตร ที่ความยาวคล่ืน  

280  นาโนเมตร มีคาเทากับ 1.35      

 

3.4.6.2 การหาปริมาณแอนติบอดีดวยวิธี ELISA 

นําแอนติบอดีที่ทําใหบริสุทธิ์แลวและกอนทําใหบริสุทธิ์ มาเจือจางใหมีปริมาณ

โปรตีนเขมขน 0-10 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ทําปฏิกิริยากับแอนติเจน โดยวิธี indirect ELISA สราง

กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของแอนติบอดีกับคาการดูดกลืนแสงที่ 

492 นาโนเมตร โดยใชแอนติบอดีที่ทําใหบริสุทธิ์แลวมาทําเปนแอนติบอดีมาตรฐาน ทําการหา

ปริมาณแอนติบอดีในอาหารที่ไดจากการเล้ียงเซลลไฮบริโดมาโดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน

ที่ได 
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3.4.7 การหาน้ําหนักโมเลกุลของแอนติบอดีหลังจากทําใหบริสุทธิ์ดวยเทคนิค 

SDS-PAGE  

การหานํ้าหนักโมเลกุลของแอนติบอดีหลังจากทําใหบริสุทธิ์นิยมใชเทคนิค SDS-PAGE 

(SDS-Polyacrylamide Gel Electrophoresis) ซึ่งมีหลักการคือ ใชสนามไฟฟาแยกโปรตีนผานเจล 

พอลีอะคริลาไมด (polyacrylamide gel) ซึ่งมีรูพรุนขนาดตางๆ กัน โดยโปรตีนจะทําปฏิกิริยากับ 

2-เมอรแคปโทเอทานอล (2-mercaptoethanol) ทําใหพันธะไดซัลไฟดแตกออก และโปรตีนถูกทํา

ใหมีประจุเปนลบโดย SDS ทําใหโปรตีนที่มีขนาดตางกัน จะมีการเคล่ือนตัวที่ไมเทากัน โปรตีน

ขนาดเล็กจะเคลื่อนที่ไปไดระยะทางไกลกวา หลังจากทําอิเลคโทรฟอเรซีส (electrophoresis) นํา

เจลมายอมสีหาแถบโปรตีน ทําการหาระยะทางการเคล่ือนที่ของแถบโปรตีน และเปรียบเทียบกับ

ระยะทางการเคล่ือนที่ของโปรตีนมาตรฐานที่ทราบน้ําหนักโมเลกุล จะทําใหทราบถึงน้ําหนัก

โมเลกุลของโปรตีนได  

             การเตรียมเจลเพื่อใชแยกแอนติบอดี จะเตรียม 10% separating gel (แสดงใน

ภาคผนวก ข) ดวย Miniprotean II Dual Slab Cell Bio-Rad โดยมีความกวางไมตํ่ากวา 5 

เซนติเมตร ยาว 8 เซนติเมตรและหนา 0.75 เซนติเมตร เติมน้ํากล่ันลงไปเพื่อปรับผิวหนาเจล 

ใหเรียบสม่ําเสมอ ต้ังทิ้งไวเพื่อให separating gel เกิดการแข็งตัวอยางสมบูรณ เทน้ํากล่ันทิ้งแลว

เติม 5% stacking gel ที่ดานบนของ separating gel ใสหวีลงในสวน stacking gel ต้ังทิ้งไวให 

stacking gel เกิด เกิดการแข็งตัวอยางสมบูรณ 

            ทําการแยกแอนติบอดีโดย นําชุดของเจลที่เตรียมไดไปใสในเคร่ืองทําอิเลคโทร

ฟอเรซีส (electrophoresis chamber) ที่มีอิเลคโทรดบัฟเฟอร (electrode buffer) ทั้งสวนบนและ

ลางของเครื่อง นําตัวอยางแอนติบอดีกอนทําใหบริสุทธิ์และหลังทําใหบริสุทธิ์ มีปริมาณโปรตีนรวม

หลุมละ 5 ไมโครกรัม มาเติมสียอมที่มีองคประกอบเปน beta-mercaptoethanal, SDS และ 

bromophenal blue ในอัตราสวน 1:1 ( v/v) นําไปตมที่ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที ต้ัง

ทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภูมิหอง เติมลงใจหลุมเจล สวนหลุมของโปรตีนมาตรฐานจะเติม 2.5 ไมโครลิตร 

จากนั้นทําการตอข้ัวไฟฟาเขากับเคร่ืองจายไฟฟา เร่ิมการแยกโปรตีนโดยใหกระแสไฟฟาที่มีความ

ตางศักยคงที่ที่ 100 โวลต เปนเวลา 90 นาที จนแถบสียอมเคล่ือนไปจนเกือบถึงปลายเจลจึงหยุด
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ใหกระแสไฟฟา นําเจลที่ไดไปยอมสีดวย coomassie blue เปนเวลา 15 นาที และลางสีออกจน

หมดดวยสารละลาย destaining  

 

 3.4.8 การทดสอบความสามารถในการจับของแอนติบอดีหลังการทําใหบริสุทธิ์ตอ

สารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระ 

หลังจากทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหบริสุทธิ์ นําโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดมาทดสอบ 

ดวยวิธี indirect ELISA เพื่อเปนการยืนยันวาแอนติบอดีที่คัดเลือกไดนั้นสามารถจับกับสาร     

นอรฟลอกซาซินในรูปอิสระได ซึ่งมีวิธีการทดสอบคือ เตรียมสารนอรฟลอกซาซินที่ความเขมขน

ต้ังแต  0 - 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร แลวนํามาผสมกับแอนติบอดีโดยผสมในอัตราสวน 1:1 (โดย

ปริมาตร) แลวทําการทดสอบดวยวิธี indirect ELISA ตามข้ันตอนในขอ 3.4.3 โดยทําการเติม

แอนติบอดีที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แทนอาหารเล้ียงเซลล 

 

3.5 การเตรียมชุดตรวจสอบตนแบบ 

ทําการออกแบบชุดตรวจสอบทั้งหมด 3 แบบ คือ 

- Direct competitive ELISA (Ag captured) 

- Indirect competitive ELISA (Ab captured) 

- Direct competitive ELISA (Ab captured) 

 

3.5.1 การออกแบบชุดตรวจสอบแบบ direct competitive ELISA (Ag captured) 

ชุดตรวจสอบแบบ direct competitive ELISA (Ag captured) เร่ิมจากการเคลือบจาน

ชนิด 96 หลุมดวยแอนติบอดีตอสารนอรฟลอกซาซิน หลุมละ 100 ไมโครลิตร  นําไปบมที่อุณหภูมิ 

4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12-16 ชั่วโมง จากนั้นลางดวย PBST จํานวน 3 คร้ัง เติมสารละลายนม

พรองมันเนย 5% หลุมละ 300 ไมโครลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นลาง

ดวย PBST จํานวน 3 คร้ัง เติมสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระที่ความเขมขนตางๆ กันใน PBS ลง

ไปพรอมกับสารนอรฟลอกซาซินที่เชื่อมตอกับเอนไซมฮอรสราดิชเพอรออกซิเดส (hoseradish 

peroxidase, HRP) หลุมละ 100 ไมโครลิตร นําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง 

จากนั้นนํามาลางดวย PBST จํานวน  3 คร้ัง เติมสารละลายสับสเตรตของเอนไซม ซึ่ง
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ประกอบดวย TMB และ H2O2 ละลายใน 0.1 M sodium acetate buffer pH 6 หลุมละ 100 

ไมโครลิตร  บมในท่ีมืด ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที แลวหยุดปฏิกิริยาของเอนไซมดวยการ

เติม 1 M H2SO4 หลุมละ 100 ไมโครลิตร จากนั้นนําไปวัดคาดูดกลืนแสง 450 นาโนเมตร โดย

เคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง  

ในการเตรียมชุดตรวจสอบแบบ direct competitive ELISA (Ag captured) นี้จะตองทํา

การเตรียมสารนอรฟลอกซาซินที่ เ ช่ือมตอกับเอนไซม HRP เพื่อใชเปนตัวแขงขันกับสาร            

นอรฟลอกซาซินในรูปอิสระซ่ึงมีข้ันตอนดังนี้ 

 

  3.5.1.1 การเช่ือมตอสารนอรฟลอกซาซินกับเอนไซมฮอรสราดิชเพอรออกซิเดส 

(norfloxacin-HRP)  

  การเชื่อมตอสารนอรฟลอกซาซินเขากับเอนไซมฮอรสราดิชเพอรออกซิเดส 

(norfloxacin-HRP) ทําไดโดยอาศัยเทคนิคคารโบไดไมด (cabodiimide) นําสาร NHS 12.36 

มิลลิกรัม  และ EDC 6.9 มิลลิกรัม มาละลายใน DMF 0.5 มิลลิลิตร นํามาเติมลงในสาร          

นอรฟลอกซาซิน 2 มิลลิกรัมที่ละลายใน DMF 1 มิลลิลิตร  เขยาชา ๆ แลวบมที่อุณหภูมิหองเปน

เวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นเติมสารละลาย HRP 9.8 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรลงไป กวนเบา ๆ ที่

อุณหภูมิหอง 2 ชั่วโมง แลวจึงนําไปไดแอไลซดวย PBS ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยเปล่ียน 

PBS  วันละ 2 คร้ัง เปนเวลา 3 วัน (Bucknall และคณะ, 2003) 

 

  3.5.1.2 การหาอัตราสวนที่เหมาะสมในการจับกันระหวางแอนติบอดีกับสาร     

นอรฟลอกซาซินที่เชื่อมตอกับ HRP  

  หลังจากทําการเชื่อมตอสารนอรฟลอกซาซินกับเอนไซมฮอรสราดิชเพอรออกซิเดส

แลว จะตองทําการหาอัตราสวนของแอนติบอดีกับสารนอรฟลอกซาซินที่เชื่อมตอกับ HRP ที่ทํา

ปฏิกิริยาเหมาะสม ดวยวิธี direct ELISA กอนที่จะนํามาทดสอบกับสารนอรฟลอกซาซินในรูป

อิสระ เร่ิมจากการเคลือบพื้นผิวในแตละหลุมของจานชนิด 96 หลุม ดวยแอนติบอดีที่ความเขมขน 

0.25, 0.5, 1 และ 2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 4              

องศาเซลเซียส เปนเวลา 12-16 ชั่วโมง ลางแตละหลุมดวย PBST 3 คร้ัง เติมสารละลายนมพรอง
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มันเนย 5% หลุมละ 300 ไมโครลิตร และทําการบมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง ลาง

ดวย PBST 3 คร้ัง เติมนอรฟลอกซาซินที่เช่ือมตอกับ HRP ที่เจือจาง 1:25,000–1:400,000 เทา 

หลุมละ 100 ไมโครลิตร ลางดวย PBST 3 คร้ัง เติมสารละลายสับสเตรตของเอนไซม ซึ่ง

ประกอบดวย TMB และ H2O2 ละลายใน 0.1 M sodium citrate buffer, pH 6.0 หลุมละ 100 

ไมโครลิตร  บมในที่มืด ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที หยุดปฏิกิริยาเอนไซมดวยการเติม 1 M 

H2SO4 หลุมละ 100 ไมโครลิตร จากนั้นนําไปวัดคาดูดกลืนแสง 450 นาโนเมตร ดวยเคร่ืองวัดคา

การดูดกลืนแสง 

 

  3.5.1.3 การทดสอบหาความไวของแอนติบอดีตอสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระ 

  การทดสอบหาความไวของชุดตรวจจะศึกษาถึงความสามารถของชุดตรวจ 

ในการที่จะบงบอกถึงการมีสารปรากฏในตัวอยาง โดยจะแสดงอยูในรูปของคาขีดจํากัดในการวัด 

(limit of detection, LOD) หรือปริมาณตํ่าสุดของสารที่ชุดตรวจสอบสามารถตรวจพบได 

และในรูปของคา IC50 หรือปริมาณของสารที่ทําใหอัตราสวนของคาการดูดกลืนแสง B/B0 

ลดลงคร่ึงหนึ่ง โดยสมการที่ใชในการคํานวณคือ 

 

   LOD   = B0-3SD 

   IC50   = 50% B/B0 

 

  เมื่อ B คือ คาการดูดกลืนแสงจาก ELISA ที่มีแอนติเจนที่ความเขมขนตางๆ 

  B0 คือ คาการดูดกลืนแสงจาก ELISA ที่ไมมีแอนติเจน 

 SD คือ คาเบ่ียงเบนมาตรฐานของ B0 

 

  โดยทําการแปรความเขมขนของสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระต้ังแต 0-10 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร นําไปทดสอบกับแอนติบอดีและสารนอรฟลอกซาซินที่เช่ือมตอกับ HRP ที่

เลือกมาทั้ง 3 คา ดวยวิธี direct competitive ELISA (Ag captured) โดยมีตัวควบคุมลบ คือ 

หลุมที่ไมมีการเติมสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระ และตัวควบคุมบวก คือ หลุมที่มีสาร                  
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นอรฟลอกซาซินที่มีความเขมขนสูงที่สุดเทากับ 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร หาความไวของแตละ

อัตราสวนที่ได นําไปเปรียบเทียบกับชุดตรวจสอบแบบอ่ืนตอไป 

 

 3.5.2 การออกแบบชุดตรวจสอบแบบ indirect competitive ELISA (Ab captured) 

 ชุดตรวจสอบแบบ indirect competitive ELISA (Ab captured) เตรียมโดยเร่ิมจาก

เคลือบพื้นผิวจานชนิด 96 หลุม ดวยสารนอรฟลอกซาซินที่เชื่อมตอกับ BSA ที่ไดจากการทดลอง

ในขอ 3.4.2 หลุมละ 100 ไมโครลิตร จากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12-16 

ชั่วโมง ลางดวย PBST 3 คร้ัง เติมสารละลายนมพรองมันเนย 5% หลุมละ 300 ไมโครลิตร นําไป

บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง ลางดวย PBST 3 คร้ัง ทําการเติมสาร        

นอรฟลอกซาซินในรูปอิสระที่ความเขมขนตางๆ ลงไป 50 ไมโครลิตร และแอนติบอดี หลุมละ 50 

ไมโครลิตร นําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง ลางดวย PBST 3 คร้ัง เติมแอนติบอดี

ทุติยภูมิที่จําเพาะตอแอนติบอดีของหนู ที่ทําการเช่ือมตออยูกับเอนไซม HRP (HPR-labelled goat 

anti-mouse IgG) ที่เจือจาง 1:5,000 เทา ใน PBS หลุมละ 100 ไมโครลิตร แลวบมที่ 37 องศา

เซลเซียส 1 ชั่วโมง ลางหลุมดวย PBST 3 คร้ัง เติมสารละลายสับสเตรตของเอนไซม ประกอบดวย 

TMB และ H2O2 ละลายใน 0.1 M sodium citrate buffer, pH 6.0 หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมใน

ที่มืดอุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที เติม 1 M H2SO4 หลุมละ 100 ไมโครลิตร เพื่อหยุดปฏิกิริยา

เอนไซม แลวนําไปวัดคาดูดกลืนแสง 450 นาโนเมตร ดวยเคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง 

 

  3.5.2.1 การหาอัตราสวนที่เหมาะสมในการจับกันระหวางแอนติบอดีกับสาร     

นอรฟลอกซาซินที่เชื่อมตอกับ BSA 

  การหาอัตราสวนที่เหมาะสมของแอนติบอดีกับสารนอรฟลอกซาซินที่เช่ือมตอกับ 

BSA ทําโดยการแปรความเขมขนของแอนติบอดี 1, 2, 4, 8, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 และ 

50 นาโนกรัมตอมิลลิลิตรกับสารนอรฟลอกซาซินที่เช่ือมตอกับ BSA 0.0078, 0.015, 0.031, 

0.062, 0.125 และ 0.25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร แลวนํามาทดสอบดวยวิธี indirect ELISA ตาม

ข้ันตอนในขอ 3.4.3 
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  3.5.2.2 การทดสอบหาความไวของแอนติบอดีตอสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระ 

  การทดสอบหาความไวของชุดตรวจสอบแบบ indirect competitive ELISA (Ab 

captured) ศึกษาจากความไวของแอนติบอดีตอสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระ โดยใชอัตราสวน

ระหวางแอนติบอดีกับสารนอรฟลอกซาซินที่เชื่อมตอกับ BSA ที่เหมาะสมจากขอ 3.5.2.1 มา

ทดสอบกับสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระที่ความเขมขน 0-10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ดวยวิธี 

indirect competitive ELISA โดยมีตัวควบคุมลบ คือ หลุมที่ไมมีการเติมสารนอรฟลอกซาซินใน

รูปอิสระ และตัวควบคุมบวก คือ หลุมที่มีสารนอรฟลอกซาซินที่มีความเขมขนสูงที่สุดเทากับ 10 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร หาความไวของแตละอัตราสวน เพื่อนําไปเลือกเปนชุดตรวจสอบตนแบบ

ตอไป 

 

 3.5.3 การออกแบบชุดตรวจสอบแบบ direct competitive ELISA (Ab captured)  

 ชุดตรวจสอบแบบ direct competitive ELISA (Ab captured) เตรียมโดยทําการเคลือบ

สารนอรฟลอกซาซินที่เชื่อมตอกับ BSA บนพื้นผิวของจานชนิด 96 หลุมๆ ละ 100 ไมโครลิตร บมที่

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12-16 ชั่วโมง แลวลางดวย PBST 3 คร้ัง เติมสารละลายนม

พรองมันเนย 5% หลุมละ 300 ไมโครลิตร นําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง ลางแต

ละหลุมดวย PBST 3 คร้ัง เติมสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระเจือจางที่ความเขมขนตางๆ ลงไป

พรอมกับแอนติบอดีที่เชื่อมตอกับไบโอติน หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 2 

ชั่วโมง จากนั้นลางแตละหลุมดวย PBST 3 คร้ัง เติม streptavidin-HRP ซึ่งจําเพาะตอไบโอตินที่

ความเขมขน 1:4,000 เทา หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ลาง

แตละหลุมดวย PBST 3 คร้ัง จากนั้นนํามาเติมสารละลายสับสเตรตของเอนไซม ซึ่งประกอบดวย 

TMB และ H2O2 ละลายใน 0.1 M sodium citrate buffer, pH 6.0 หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมใน

ที่มืดอุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที เติม 1 M H2SO4 หลุมละ 100 ไมโครลิตร เพื่อหยุดปฏิกิริยา

เอนไซม แลวทําการวัดคาดูดกลืนแสง 450 นาโนเมตร ดวยเคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง 
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  3.5.3.1 การเช่ือมตอระหวางแอนติบอดีกับไบโอติน 

  ทําการเช่ือมตอแอนติบอดีกับไบโอติน โดยเร่ิมจากนําแอนติบอดีความเขมขน 

0.693 มิลลิกรัมตอมิลลิตรไปไดแอไลซิสใน 0.1 M carbonate buffer pH 8.4 ขามคืน แลวทําการ

เติมไบโอติน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ที่ละลายใน DMSO ทีละหยด กวนเบาเปนเวลา 4 ชั่วโมง

ที่อุณหภูมิหอง แลวนําไปไดแอไลซิสใน PBS ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปล่ียน PBS วันละ 2 

คร้ังเปนเวลา 3 วัน (คูมือการใชงานสาร Aminohexanoyl-Biotin-N-Hydroxysuccinimide ของ

บริษัท Zymed) 

 

  3.5.3.2 การหาอัตราสวนที่เหมาะสมในการจับกันระหวางสารนอรฟลอกซาซินที่

เชื่อมตอกับ BSA กับแอนติบอดีที่เชื่อมตอกับไบโอติน  

  เพื่อหาอัตราสวนที่เหมาะสมระหวางสารนอรฟลอกซาซินที่เช่ือมตอกับ BSA กับ

แอนติบอดีที่เชื่อมตอกับไบโอตินที่ใหคาการดูดกลืนแสงที่เหมาะสม และนําไปเตรียมชุดตรวจสอบ 

ทําโดยการแปรความเขมขนของสารนอรฟลอกซาซินที่เช่ือมตอกับ BSA 0.0078, 0.015, 0.031, 

0.062 และ 0.125 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และแอนติบอดีที่เชื่อมตอกับไบโอติน 1:1,000, 1:2,000, 

1:4,000, 1:8,000, 1:16,000, 1:32,000 และ 1:64,000 เทา แลวนํามาทดสอบดวยวิธี direct 

ELISA โดยเร่ิมจากการเคลือบพื้นผิวของจานชนิด 96 หลุมดวยสารนอรฟลอกซาซินที่เช่ือมตอกับ 

BSA บมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12-16 ชั่วโมง เติมสารละลายนมพรองมันเนย 5% 

หลุมละ 300 ไมโครลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง ลางแตละหลุมดวย PBST 

จํานวน 3 คร้ัง เติมแอนติบอดีที่เช่ือมตอกับไบโอติน หลุมละ 100 ไมโครลิตร นําไปบมที่ 37 องศา

เซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง แลวลางหลุมดวย PBST จํานวน 3 คร้ัง เติม streptavidin-HRP ลงไปที่

ความเขมขน 1:4000 เทา หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมนาน 10 นาที ที่ 37 องศาเซลเซียส แลวลาง

แตละหลุมดวย PBST 3 คร้ัง จากนั้นนํามาเติมสารละลายสับสเตรตของเอนไซม ซึ่งประกอบดวย 

TMB และ H2O2 ละลายใน 0.1 M sodium citrate buffer, pH 6.0 หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมใน

ที่มืดอุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที เติม 1 M H2SO4 หลุมละ 100 ไมโครลิตร เพื่อหยุดปฏิกิริยา

เอนไซม วัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร ดวยเคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง 
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  3.5.3.3 การทดสอบหาความไวของแอนติบอดีตอสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระ 

  การทดสอบหาความไวของชุดตรวจสอบแบบ direct competitive ELISA (Ab 

captured) ศึกษาจากความไวของแอนติบอดีตอสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระ โดยนําอัตราสวน

ระหวางสารนอรฟลอกซาซินที่เช่ือมตอกับ BSA กับ แอนติบอดีที่เช่ือมตอกับไบโอตินที่ไดจากขอ 

3.5.3.2 มาทดสอบกับสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระที่ความเขมขน 0-10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

ดวยวิธี direct competitive ELISA (Ab captured) โดยมีตัวควบคุมลบ คือ หลุมที่ไมมีการเติม

สารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระ และตัวควบคุมบวก คือ หลุมที่มีสารนอรฟลอกซาซินที่มีความ

เขมขนสูงที่สุดเทากับ 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร หาความไวของแตละอัตราสวน เพื่อนําไปเลือก

เปนชุดตรวจสอบตนแบบตอไป 

 

3.6 การเตรียมชุดตรวจสอบตนแบบ ดวยวิธี direct competitive ELISA (Ag captured) 

 จากการเปรียบเทียบความไวของชุดตรวจสอบทั้ง 3 แบบขางตน กับสารนอรฟลอกซาซิน

ในรูปอิสระ พบวาชุดตรวจสอบตนแบบที่มีความเหมาะสมมากที่สุด คือ ชุดตรวจสอบแบบ direct 

competitive ELISA (Ag captured) จึงนํามาเปนชุดตรวจสอบตนแบบ โดยทําการศึกษาในดาน

ตางๆ ดังตอไปนี้ 

 

 3.6.1 การสรางกราฟมาตรฐาน 

 ทําการเคลือบผิวของจานชนิด 96 หลุม ดวยแอนติบอดีตอสารนอรฟลอกซาซินที่ความ

เขมขน 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร หลุมละ 100 ไมโครลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 12-16 ชั่วโมง ลางดวย PBST 3 คร้ัง เติมสารละลายนมพรองมันเนย 5% หลุมละ 300 

ไมโครลิตร นําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง ลางแตละหลุมดวย PBST 3 คร้ัง เติม

สารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระเจือจางที่ความเขมขน 0, 1, 2, 5, 10, 20 และ 50 นาโนกรัมตอ

มิลลิลิตร หลุมละ 50 ไมโครลิตร และทําการเติมสารนอรฟลอกซาซินที่เช่ือมตอกับ HRP เจือจางที่

ความเขมขน 1:200,000 เทา หลุมละ 50 ไมโครลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง 

จากนั้นลางแตละหลุมดวย PBST 3 คร้ัง จากนั้นนํามาเติมสารละลายสับสเตรตของเอนไซม ซึ่ง

ประกอบดวย TMB และ H2O2 ละลายใน 0.1 M sodium citrate buffer, pH 6.0 หลุมละ 100 
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ไมโครลิตร บมในที่มืดอุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที เติม 1 M H2SO4 หลุมละ 100 ไมโครลิตร 

เพื่อหยุดปฏิกิริยาเอนไซม แลวทําการวัดคาดูดกลืนแสง 450 นาโนเมตร ดวยเคร่ืองวัดคาการ

ดูดกลืนแสง 

 
 3.6.2 การศึกษาผลของเวลาและอุณหภูมิที่ใชในการบมแอนติบอดีกับสาร      

นอรฟลอกซาซินที่เชื่อมตอกับ HRPและสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระ 

 ในการเตรียมชุดตรวจสอบ อุณหภูมิที่ใชในการบมแอนติบอดีกับสารนอรฟลอกซาซินที่

เช่ือมตอกับ HRP และสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระ คือ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง 

ซึ่งในการปฏิบัติงานจริงจะตองเตรียมชุดตรวจสอบใหสะดวกตอการใชงานมากที่สุด จึงทําการแปร

อุณภูมิและเวลา ดังในตารางที่ 3.4  

 

 ตารางที่ 3.4 เวลาและอุณหภูมิที่ใชนําไปทดสอบกับสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระ 

ภาวะ 
เวลาที่ใชในการบม 

(ชั่วโมง) 
อุณหภูมิที่ใชในการบม 

1 2 37 องศาเซลเซียส 

2 1 37 องศาเซลเซียส 

3 2 อุณหภูมิหอง 

4 1 อุณหภูมิหอง 

 
 3.6.3 การทดสอบปฏิกิริยาขามของชุดตรวจสอบสารนอรฟลอกซาซิน 

 เพื่ อทดสอบการเกิดปฏิกิ ริยาขามกับสารในกลุมและนอกกลุมควิ โนโลนและ

ฟลูออโรควิโนโลนกับชุดตรวจสอบตนแบบ ทําการทดสอบดวยวิธี direct competitive ELISA (Ag 

captured) ตามวิธีในขอ 3.5.1 สารในกลุมควิโนโลนและฟลูออโรควิโนโลนที่นํามาทดสอบ ไดแก 

เอนโรฟลอกซาซิน (enrofloxacin) โอฟลอกซาซิน (ofloxacin) กรดนาลิดิซิก (nalidixic acid)     

อินอกซาซิน (enoxacin) กรดไปเปอรมิดิก (pipermidic acid) ฟลูเมควิน (flumequine)                

ซิโพรฟลอกซาซิน (ciprofloxacin) กรดโอโซลินิก (oxolinix acid) และซินอกซาซิน (cinoxacin) 
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สวนสารนอกกลุมที่นํามาทดสอบมีดังนี้ เพนิซิลลินจี (penicillin G) เตตราไซคลิน (tetracycline) 

ออกซิเตตราไซคลิน (oxytetracycline)  สเตรปโตมัยซิน (streptomycin) ฟูราโซลิโดน 

(furazolidone) คลอแรมเฟนิคอล (chloramphenical) โพรเจสเตอรโรน (progesterone)            

3-อะมิโน-2-ออกซาโซลิโด (3-amino-2-oxazolido) 1-อะมิโนไฮแดนโทอิน (1-Aminohydantoin) 

ซัลฟาเมทราซีน (sulfamethazine) เคลนบูเทรอล (clenbuterol) และซัลบูทามอล (salbutamol) ที่

ความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  

 นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดจากผล ELISA มาหาคา IC50 ดวยโปรแกรม GraphPad Prism 

4.03 โดยคิดเปน 50% B/B0   

 

    IC50 = 50% B/B0 

 

 เมื่อ B   คือ คาการดูดกลืนแสงของผล ELISA ที่มีแอนติเจนที่ตองการวัดปฏิกิริยาขามที่

ความเขมขนตางๆ  

  B0 คือ คาการดูดกลืนแสงของผล ELISA ที่ไมมีแอนติเจนที่ตองการวัดปฏิกิริยาขาม 

   

 เมื่อทดสอบความจําเพาะของชุดตรวจสอบตอสารนอรฟลอกซาซินและทดสอบปฏิกิริยา

ขามกับสารตางๆ แลวคํานวณเปนเปอรเซ็นตปฏิกิริยาขาม (%cross-reactivity, %CR) โดยสูตร

คํานวณ ดังนี้ 

 

  เปอรเซ็นตปฏิกิริยาขาม  =           IC50 ของนอรฟลอกซาซินx 100 

       

 

3.7 การประเมินประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบตนแบบ 

 3.7.1 การหาคาความไว (sensitivity)  

 ทําการหาความไวของชุดตรวจสอบตนแบบโดยรายงานเปนคาปริมาณตํ่าสุดที่สามารถวัด

ได (Limit of Detection; LOD) และคาปริมาณตํ่าสุดที่สามารถวัดไดอยางถูกตอง (Limit of 

 IC50 ของสารที่ทดสอบ 
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Quantitation; LOQ) หรือ ซึ่งคา LOD และ LOQ หาไดจากการนําคาเฉลี่ยของการดูดกลืนแสงที่ 

450 นาโนเมตร โดยวิธี direct competitive ELISA (Ag captured) ที่ไมมีสารนอรฟลอกซาซิน 

(B0) มาลบออกจาก 3 และ 10 เทาของคาเบ่ียงเบนมาตรฐานของ B0 ตามลําดับ จากนั้นนําคาที่ได

ไปเทียบกับกราฟมาตรฐานของสารนอรฟลอกซาซินเพื่อแปลงเปนความเขมขนของสาร           

นอรฟลอกซาซิน ซึ่งคาความเขมขนที่ไดนี้คือ คาความไวของชุดตรวจสอบ นําขอมูลที่ไดมาเขียน

กราฟโดยใหแกน X เปนคาลอการิทึมของความเขมขนของสารนอรฟลอกซาซินและแกน Y เปนคา 

%B/B0  

 

     LOD  =  B0 - 3SD 

     LOQ =  B0 - 10SD 

 

 เมื่อ B0  คือ คาการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร โดยวิธี direct competitive ELISA 

(Ag captured) ที่ไมมีสารนอรฟลอกซาซิน 

  SD คือ คาเบ่ียงเบนมาตรฐานของ B0 

 

 3.7.2 การหาคาความแมนยํา (precision)  

 การหาคาความแมนยํา (precision) ของชุดตรวจสอบ ศึกษาความแปรปรวนของการทํา

การทดลองซํ้าในคร้ังเดียวกัน (intra-variation assay) และการทําการทดลองซ้ําระหวางคร้ัง การ

ทดลอง (inter-variation assay) ดังนี้ 

 

  3.7.2.1 intra-variation assay  

  เปนการดูความแปรปรวนของการตรวจวัดของชุดตรวจสอบในจานทดสอบ ELISA 

เดียวกัน จากการทดลองในขั้นตอน 3.5.1 นําขอมูลที่ไดมาหาคา Intra-variation assay ของชุด

ตรวจสอบโดยทําการหาคา mean SD และ %CV ของ 9 ซ้ํานั้น (ธารารัชต, 2545) 
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                    %CV   = SD x 100 

                                                  Mean 

 

 เมื่อ mean  คือ คาเฉลี่ยของคาการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตรโดยวิธี direct 

competitive ELISA (Ag captured) เม่ือมีสารนอรฟลอกซาซินและไมมี

สารนอรฟลอกซาซิน 

   SD   คือ คาเบ่ียงเบนมาตรฐานของคาการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร 

   %CV  คือ คารอยละของสัมประสิทธิ์ความแปรปรวน  

 

   3.7.2.2 inter-variation assay  

  เปนการดูความแปรปรวนในการวิเคราะหระหวางชุดของการทดลองที่ทําที่เวลาและ 

จานทดสอบ ELISA ที่ตางกัน โดยทําการทดลองเหมือนในข้ันตอน 3.7.2.1 แตทําการทดสอบ

ตัวอยางเดียวกัน 4 คร้ังที่เวลาตางกันโดยที่แตละคร้ังทํา 12 ซ้ํา เมื่อทําทุกคร้ังรวมกันแลวได 48 ซ้ํา 

จากนั้นนําขอมูลที่ไดมาหา คา mean, SD และ %CV ของทั้ง 48 ซ้ํานั้น (ธารารัชต, 2545) 

 

 3.7.3 การหาคาความถูกตอง (accuracy)  

 คาความถูกตอง (accuracy) ของชุดตรวจสอบสามารถวิเคราะหไดจากคา %recovery 

โดยนําตัวอยางชนิดตางๆ ที่มีการเติมสารนอรฟลอกซาซินใหมีความเขมขนสุดทายเปน 0, 1, 2, 5, 

10, 20 และ 50 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร มาทําการหาคา %recovery โดยทําการตรวจหาความ

เขมขนของสารนอรฟลอกซาซินที่มีอยูในตัวอยางและนําผลที่ไดมาเปรียบเทียบกับความเขมขน

สารนอรฟลอกซาซินจากกราฟมาตรฐาน จากนั้นนํามาคํานวณหาคา %recovery จากสูตรดังนี้ 

 

                      %recovery       =       ความเขมขนของสารที่วิเคราะหได     X   100 

                                   ความเขมขนของสารที่เติมลงไป 
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3.8 การเตรียมตัวอยางเนื้อไกสําหรับชุดตรวจสอบตนแบบ 

 3.8.1 การหาอัตราสวนของเมทานอลท่ีเหมาะสมในการสกัดสารนอรฟลอกซาซิน

จากตัวอยางเนื้อไก 

 นําเนื้อไกมาทําการบดใหละเอียด แบงชั่งใสหลอดทดลองหลอดละ 1 กรัม จํานวน 6 

หลอด จากนั้นทําการเติมสารนอรฟลอกซาซินลงไปในแตละหลอดใหมีความเขมขนสุดทายเปน 

10, 20, 50, 100, 200 และ 500 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ จากนั้นทําการเติมตัวทําละลาย 

ซึ่งไดแก เมทานอลที่ผสมกับ PBS ในอัตราสวนตางๆ คือ 50:50 (Huet และคณะ, 2006) และ 

80:20 (วิธีการสกัดตามคูมือการใชงานชุดตรวจสอบฟลูออโรควิโนโลนของ EURO-

DIAGNOSTICA) หลอดละ 1 มิลลิลิตร นําไปผสมใหเขากันเปนเวลา 10 นาที จากนั้นนําไปปน

เหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 3500 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที นําสวนใสมาทําการเจือจางดวย PBS 

ในอัตรสวน 1:10 เทาแลวนําไปทดสอบกับชุดตรวจสอบตนแบบ ทําการเปรียบเทียบหาความ

ถูกตองของปริมาณสารนอรฟลอกซาซินที่ทําการวิเคราะหไดดวยวิธีตามขอ 3.7.3  

    

 3.8.2 การศึกษาผลกระทบของตัวทําละลายตอชุดตรวจสอบตนแบบ 

 นําตัวทําละลายที่เหมาะสมที่ไดจากขอ 3.8.1 มาทําการเปรียบเทียบการเตรียมสารนอร

ฟลอกซาซินที่ใชเตรียมกราฟมาตรฐานใน PBS และ เมทานอลตอ PBS 80:20 ปริมาตรตอ

ปริมาตร โดยการเตรียมความเขมขนใน PBS เปน 1, 2, 5, 10, 20 และ 50 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร 

และเตรียมความเขมขนเปน 10, 20, 50, 100, 200 และ 500 นาโนกรัมตอมิลลิลิตรในเมทานอล

ตอ PBS 80:20 ปริมาตรตอปริมาตร จากนั้นนําไปทดสอบกับชุดตรวจสอบและทําการคํานวณหา 

% B/B0 เพื่อนําไปวาดกราฟมาตรฐาน เพื่อศึกษาถึงผลกระทบของเมทานอลที่อาจเกิดข้ึนกับชุด

ตรวจสอบตนแบบได 

 

 3.8.3 การศึกษาผลกระทบของแมทริกของตัวอยางเนื้อไก 

 ศึกษาผลกระทบของแมทริกของตัวอยางเนื้อไก โดยทําการสกัดสารนอรฟลอกซาซินจาก

ตัวอยางเนื้อไกโดยใชตัวทําละลายที่เหมาะสมที่ไดจากขอ 3.8.1 เปรียบเทียบกับการสกัดโดยไม

ผานตัวอยางเนื้อไกดวยเทคนิค direct competitive ELISA (Ag capture) ทําการเปรียบเทียบหา 
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ความถูกตองของปริมาณสารนอรฟลอกซาซินที่ทําการวิเคราะหไดดวยวิธีตางๆ ตามขอ 3.7.3 

จากนั้นนําคาปริมาณสารนอรฟลอกซาซิที่ทําการเติมลงในตัวอยางและคาที่ คํานวณได 

มาวาดกราฟเพื่อทําการเปรียบเทียบผลของแมทริกจากตัวอยาง 

 

3.9 การวิเคราะหสารนอรฟลอกซาซินในตัวอยาง 

 3.9.1 การเตรียมตัวยางเนื้อไกเพื่อนํามาทดสอบในชุดตรวจสอบตนแบบ 

 ทําการเตรียมสารละลายสารนอรฟลอกซาซินที่มีความเขมขน 100, 200, 500, 1,000, 

2,000 และ 5,000 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ทําการเติมลงในตัวอยางเนื้อไกที่บดละเอียด 1 กรัม 

ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เพื่อใหความเขมขนสุดทายเปน 10, 20, 50, 100, 200 และ 500 นาโน

กรัมตอมิลลิลิตร ทําการเติมตัวทําละลายผสมระหวาง เมทานอล และ PBS ในอัตราสวน 80:20 

ปริมาตรตอปริมาตร ปริมาณ 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดวยเคร่ืองปน 10 นาที จากน้ันทําการปน

เหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 3,500 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ทําการดูดสารละลายสวนใสมาทําการ

เจือจางดวย PBS ในอัตราสวน 1:10 เทาแลวนําไปทดสอบกับชุดตรวจสอบตนแบบ 

 

 3.9.2 การเตรียมตัวยางไขไกเพื่อนํามาทดสอบในชุดตรวจสอบตนแบบ 

 ทําการเตรียมสารละลายสารนอรฟลอกซาซินที่มีความเขมขน 75, 150, 375, 750, 1,500. 

และ 3,750 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ทําการเติมลงในไขไกที่ชั่งมา 1 กรัม ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 

เพื่อใหความเขมขนสุดทายเปน 5, 10, 25, 50, 100 และ 250 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ทําการเติมตัว

ทําละลายผสมระหวาง เมทานอล และ PBS ในอัตราสวน 40:60 ปริมาตรตอปริมาตร ปริมาณ 1.5 

มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดวยเคร่ืองปน 10 นาที จากนั้นทําการปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 3,500 รอบ

ตอนาที เปนเวลา 10 นาที ทําการดูดสารละลายสวนใสมาทําการเจือจางในอัตราสวน 1:5 เทาดวย 

PBS แลวนําไปทดสอบกับชุดตรวจสอบตนแบบ 
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3.10 การเปรียบเทียบการวิเคราะหตัวอยางโดยใชชุดตรวจสอบตนแบบกับชุดตรวจสอบ

ทางการคาและเทคนิค HPLC 

 3.10.1 การเปรียบเทียบผลวิเคราะหตัวอยางระหวางชุดตรวจสอบตนกับ 

ชุดตรวจสอบทางการคา 

 นําตัวอยางเนื้อไกที่เติมสารนอรฟลอกซาซินใหมีความเขมขนสุดทายเทา 10, 20, 50, 

100, 200 และ 500 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร และตัวอยางไขไกที่เติมสารนอรฟลอกซาซินใหมีความ

เขมขนสุดทายเปน 5, 10, 25, 50, 100 และ 250 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร มาทดสอบดวยชุด

ตรวจสอบตนแบบและชุดตรวจสอบฟลูออโรควิโนโลนของบริษัท  EURO-DIAGNOSTICA 

โดยใช ตั วอย าง เ ดียวกันทั้ งหมด  แลวแบ งวิ เคราะหและ เต รียมตัวอย างตาม ข้ันตอน

ของชุดตรวจสอบทั้ งสอง  ซึ่ ง ข้ันตอนและการเตรียมตัวอยางของชุดตรวจสอบตนแบบ 

ทําตามข้ันตอนในขอ 3.5.1 และ 3.10.1.1 ตามลําดับสวนข้ันตอนในการวิเคราะหและเตรียม 

ตัวอยางของชุดตรวจสอบฟลูออโรควิโนโลนของบริษัท EURO-DIAGNOSTICA มีข้ันตอนดังนี้ 

 

  3.10.1.1 ข้ันตอนการวิเคราะหของชุดตรวจสอบฟลูออโรควิโนโลนของบริษัท 

EURO-DIAGNOSTICA  

  เร่ิมจากเติมตัวอยางที่ตองการวิเคราะห ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงไปในหลุมของ

จาน 96 หลุม ที่เคลือบหลุมดวยแอนติบอดีของแกะที่จําเพาะตอแอนติบอดีของกระตาย จากนั้น

เติมแอนติบอดี ปริมาตร 25 ไมโครลิตร และสารนอรฟลอกซาซินที่เช่ือมตอกับ HRP ปริมาตร 25 

ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง  ลางแตละหลุมดวย rinsing buffer 

3 คร้ัง เติมสับสเตรตของเอนไซม บมในที่มืดอุณหภูมิหองนาน 30 นาที แลวหยุดปฏิกิริยาของ

เอนไซมดวย stop solution นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร  

 

  3.10.1.2 การเตรียมตัวอยางเนื้อไกในชุดตรวจสอบฟลูออโรควิโนโลนของบริษัท 

EURO-DIAGNOSTICA 

  ช่ังเน้ือไกท่ีบดละเอียด 1 กรัม ทําการเติมตัวทําละลายผสมระหวาง เมทานอล และ 

PBS ในอัตราสวน 80:20 ปริมาตรตอปริมาตร ปริมาณ 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดวยเคร่ืองปน 30 
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นาที จากนั้นทําการปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 3,500 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ทําการดูด

สารละลายสวนใสมา 100 ไมโครลิตร ทําการเจือจางใน PBS 900 ไมโครลิตร แลวนําไปทดสอบ

กับชุดตรวจสอบฟลูออโรควิโนโลนของบริษัท EURO-DIAGNOSTICA 

 

  3.10.1.3 การเตรียมตัวอยางไขไกในชุดตรวจสอบฟลูออโรควิโนโลนของบริษัท 

EURO-DIAGNOSTICA 

  ช่ังไขไก 1 กรัม ทําการเติมตัวทําละลายผสมระหวาง เมทานอล และ PBS ใน

อัตราสวน 40:60 ปริมาตรตอปริมาตร ปริมาณ 1.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดวยเคร่ืองปน 30 นาที 

จากนั้นทําการปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 3,500 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ทําการดูด

สารละลายสวนใสมา 100 ไมโครลิตร ทําการเจือจางใน PBS 400 ไมโครลิตร แลวนําไปทดสอบ

กับชุดตรวจสอบฟลูออโรควิโนโลนของบริษัท EURO-DIAGNOSTICA 

 

 3.10.2 การเปรียบเทียบผลวิเคราะหตัวอยางระหวางชุดตรวจสอบตนแบบกับ

เทคนิค HPLC 

 ในการเปรียบเทียบผลการวิเคราะหระหวางชุดตรวจสอบตนแบบกับเทคนิค HPLC ทําการ

เตรียมตัวอยางเนื้อไกและไขไก ที่มีความเขมขนของสารนอรฟลอกซาซินสุดทายเทากับ  1, 5, 10, 

และ 50 ไมโครกรัมกรัมตอมิลลิลิตร มาแบงวิเคราะหในชุดตรวจสอบตนแบบและเทคนิค HPLC ซึ่ง

ในการวิเคราะหดวย HPLC ใชคอลัมนชนิด C18-reverse phrase มีสารละลาย acetronitrile และ

น้ําในอัตราสวน 5:95 ถึง 25:75 โดยปริมาตร เปนสารละลายตัวพา โดยกําหนดอัตราการไหล

เทากับ 1 มิลลิลิตรตอนาที ประมวลผลดวย UV ที่คาการดูดกลืนแสงท่ี 275 นาโนเมตร ทําการ

กรองตัวอยางดวยเมมเบรนขนาด 0.45 ไมโครเมตร กอนฉีดเขาคอลัมนกรอง ฉีดตัวอยางเขาสู

ระบบ คร้ังละ 50 ไมโครลิตร ซึ่งสารนอรฟลอกซาซินมี retention time ประมาณ 10 นาที นําผล

วิเคราะหจากตัวอยางที่ไดเทียบพื้นที่ใตกราฟกับกราฟมาตรฐานของสารนอรฟลอกซาซิน ที่ความ

เขมขน 0, 1, 2, 5, 10, 20, 30 และ 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  
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  3.10.2.1 การเตรียมตัวอยางเนื้อไกในการวิเคราะหดวยเทคนิค HPLC  

  นําตัวอยางเนื้อไก 1 กรัม เติม 0.1 M phosphate buffer pH 7.2 ปริมาตร 4 

มิลลิลิตรและ dichloromethane ปริมาตร 8 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงที่

ความเร็ว 3,500 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที เก็บชั้นของ dichloromethane และนํามาสกัดอีก

คร้ังดวย dichloromethane ปริมาตร 3 มิลลิลิตร นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,500 รอบตอนาที 

เปนเวลา 10 นาที นําช้ันของ dichloromethane ไประเหยดวยแกสไนโตรเจนท่ีอุณหภูมิ 50 องศา

เซลเซียส จากนั้นทําการเติมสารละลายตัวพาปริมาตร 1 มิลลิลิตร แลวนําไปทดสอบกับ HPLC 

(Garcia-Ovando และคณะ, 2000)  

 

  3.10.2.2 การเตรียมตัวอยางไขไกในการวิเคราะหดวยเทคนิค HPLC  

  นําตัวอยางไขไก 1 กรัม เติม 0.75 M NaOH ใน acetronitrile ปริมาตร 2 มิลลิลิตร 

ผสมใหเขากัน นําไปเก็บไวในที่มืดเปนเวลา 10 นาที จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,500 รอบ

ตอนาที เปนเวลา 10 นาที เก็บสารละลายช้ันบนมาทําการระเหยใหแหงโดยใชแกสไนโตรเจนและ

นําตัวอยางมาสกัดอีกคร้ังดวยสารละลายเดิมปริมาตร 2 มิลลิลิตร เก็บไวในที่มืดเปนเวลา 10 นาที 

นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,500 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที เก็บสารละลายช้ันบนมาทําการ

ระเหยใหแหงโดยใชแกสไนโตรเจน จากนั้นทําการเติมสารละลายตัวพาปริมาตร 1 มิลลิลิตร แลว

นําไปทดสอบกับ HPLC (Christodoulou และคณะ, 2007) 
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บทที่ 4 

 

ผลและวจิารณผลการทดลอง 

 

4.1 การเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาเพ่ือผลติแอนติบอดี 

ทําการเล้ียงเซลลไฮบริโดมาที่ผลิตแอนติบอดีตอสารนอรฟลอกซาซินที่มีรหัสโคลน 

nor#155 ในอาหารเล้ียงเซลล RPMI-1640 ที่เติม FCS 10 เปอรเซ็นต ทําการทดสอบแอนติบอดี

ดวยวิธี indirect ELISA (ตารางที่ 4.1) โดยทําการเปรียบเทียบคาการดูดกลืนแสงระหวางอาหาร

เล้ียงเซลล ซีรัมของหนูที่ไมไดมีการฉีดกระตุนดวยสารนอรฟลอกซาซิน อาหารเล้ียงเซลลที่ยังไมได

ผานการเล้ียงซ่ึงใชเปนตัวควบคุมลบ และซีรัมของหนูที่ไดรับการกระตุนดวยสารนอรฟลอกซาซิน

ซึ่งใชเปนตัวควบคุมบวก พบวา คาการดูดกลืนแสงของอาหารเล้ียงเซลลมีคาสูงกวาคาการดูดกลืน

แสงของซีรัมหนูที่ไมไดมีการฉีดกระตุน และอาหารเล้ียงเซลลที่ยังไมไดผานการเล้ียง และมีคาการ

ดูดกลืนแสงใกลเคียงกับซีรัมของหนูที่ไดรับการกระตุนดวยสารนอรฟลอกซาซิน แสดงวาเซลล

ไฮบริโดมายังสามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอสารนอรฟลอกซาซิน 
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ตารางที่ 4.1 ผลการทดสอบการผลิตแอนติบอดีตอสารนอรฟลอกซาซินจากเซลล          

ไฮบริโดรมาดวยวิธี indirect ELISA  

ชนิดตัวอยาง อัตราการเจือจาง (เทา) 
คาการดูดกลืนแสงที ่ 

492 นาโนเมตร 

อาหารเล้ียงเซลลไฮบริโดรมา 

nor#155 

1:5 

1:10 

1:20 

1:100 

1:200 

1:400 

1:800 

1:1,600 

2.737 

2.735 

2.313 

1.929 

1.455 

1.029 

0.578 

0.384 

2.974 

2.651 

2.414 

1.895 

1.414 

1.273 

0.566 

0.362 

ซีรัมหนทูี่ไมไดมีการฉีดกระตุน  

อาหารเล้ียงเซลล RPMI-1640 

1:4,000 

- 

0.045 

0.038 

0.049 

0.042 

ซีรัมหนทูี่ไดรับการกระตุนดวย 

นอรฟลอกซาซิน  
1:4,000 2.869 2.776 

 

4.2 การทาํแอนติบอดีใหบริสุทธิ ์ 

4.2.1 การทาํแอนติบอดีใหบริสุทธิ์โดยใช protein A affinity column 
chromatography 

 นําเซลลไฮบริโดมา nor#155 มาเพิ่มจํานวนโดยเล้ียงในอาหารเล้ียงเซลลจนไดอาหาร

เล้ียงเซลลปริมาตร 2,500 มิลลิลิตร จากนั้นนําโมโนโคลนอลแอนติบอดีในอาหารเล้ียงเซลลมาทํา

ใหบริสุทธิ์โดยการใช protein A ซึ่งแอนติบอดีจากเซลลไฮบริโดรมามีไอโซไทปเปน IgG1 จึงมี

อันตรกิริยาสูงตอ protein A ที่ pH 8.0 และความเขมขนเกลือ 4 โมลาร โดยที่โปรตีนและสารอื่น ๆ 

ในอาหารเล้ียงเซลลจะไมจับกับ protein A แตที่คา pH ตํ่าลงอันตรกิริยาของแอนติบอดีตอ 
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protein A จะลดลงซ่ึงที่คา pH 3.0 นั้นแอนติบอดีทั้งหมดจะถูกชะออกจากคอลัมน protein A ทํา

ใหสามารถแยกแอนติบอดีออกจากอาหารเลี้ยงเซลลได หลังจากนั้นจึงนําแอนติบอดีที่ถูกชะออก

จากคอลัมนซึ่งอยูในหลอดทดลองมาวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตรเพื่อ

ทดสอบโปรตีน และทําการทดสอบหาแอนติบอดีแตละสวนดวยวิธี indirect ELISA เมื่อนําสวนที่

ชะดวย pH 8.0 มาทําการทดสอบดวยวิธี indirect  ELISA  เชนเดียวกัน พบวาผลไดเปนลบแสดง

วาแอนติบอดีไมถูกชะออกมา แตเม่ือนําสวนที่เปนอาหารเล้ียงเซลลที่ผานออกมาจากคอลัมนมา

ทําการทดสอบดวยวิธี indirect  ELISA  พบวาไดผลการทดลองเปนบวกแสดงวา protein A ไม

สามารถจับกับแอนติบอดีที่อยูในอาหารเล้ียงเซลลไดหมด และเมื่อนําแตละ fraction ที่เก็บไดไป

วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร พบวาในหลอดทดลองที่ 11 ถึงหลอดที่ 19 นั้นมี

แอนติบอดีที่บริสุทธิ์อยูในชวงกราฟที่เปนพีคของแอนติบอดีที่บริสุทธิ์จึงไดนําแอนติบอดีมารวมกัน 

และนําไปวัดปริมาณโปรตีนและแอนติบอดีตอไป (รูปที่ 4.1) 

 

 
รูปที่ 4.1 โครมาโทแกรมจากการทาํแอนติบอดีใหบริสุทธิ์โดยการใชคอลัมน protein A 

sepharose โดยที่       คือ คาการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร;     คือ 

คาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร ที่ไดจากการทํา indirect ELISA 
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4.2.2 การหาปริมาณโปรตีนของแอนติบอดี 

 ทําการวัดปริมาณโปรตีนของแอนติบอดีทั้งกอนและหลังทําใหบริสุทธิ์ดวยวิธี BCA (ตาม 

ข้ันตอนในขอ 3.4.5.1) เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน (รูปที่ ก.1 ในภาคผนวก ก) พบวาปริมาณ

โปรตีนที่ คํานวณไดในอาหารเลี้ยงเซลลไฮบริโดรมา nor#155 กอนทําใหบริสุทธิ์มีปริมาณโปรตีน

อยูที่ 7.873 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เมื่อทําใหบริสุทธิ์มีปริมาณโปรตีนอยูที่ 1.132 มิลลิกรัมตอ

มิลลิลิตร (ตารางที่ 4.2)  

 

ตารางที่ 4.2 ผลการวิเคราะหปริมาณโปรตีนของแอนติบอดีที่ผลิตไดกอนและหลังทําให

บริสุทธิ์วัดดวยวิธี BCA 

 อัตราการเจือจาง 
คาการดูดกลนืแสงที ่

540 นาโนเมตร 
ปริมาณโปรตีน 

(มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

แอนติบอดีกอนผาน

การทาํใหบริสุทธิ ์

1:16 0.645 7.672 

1:32 0.354 8.074 

เฉลี่ย 7.873 

แอนติบอดีหลังผาน

การทาํ 

ใหบริสุทธิ ์

1:2 0.761 1.141 

1:4 0.391 1.123 

1:8 0.203 1.071 

เฉลี่ย 1.132 

 

4.2.3 การหาปริมาณแอนติบอดีดวยวิธี indirect ELISA  

 ทําการหาปริมาณแอนติบอดีดวยวิธี indirect ELISA โดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน 

(รูปที่ ก.2 ในภาคผนวก ก) แสดงผลดังในตารางที่ 4.3 พบวาปริมาณแอนติบอดีในอาหารเลี้ยง

เซลลไฮบริโดรมา nor#155 กอนทําใหบริสุทธและหลังทําใหบริสุทธิ์มีคา 0.038 และ 0.693 

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ เม่ือคํานวณหาเปอรเซ็นตความบริสุทธิ์ (%purity) เปรียบเทียบ

กับปริมาณโปรตีน (ตารางที่ 4.2) ไดเปน 61.23% เนื่องจากอาจมี protein A หรือโปรตีนอ่ืนๆ 

หลุดปนออกมาในระหวางข้ันตอนของการชะแอนติบอดีออกจากคอลัมน และเม่ือคํานวณหา

เปอรเซ็นตการไดคืน (%recovery) พบวาไดเทากับ 16.78% เนื่องจากในอาหารเล้ียงเซลล 
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จะมีองคประกอบที่เปนโปรตีนอยูหลายชนิดปนอยูมาก เมื่อคํานวนหาปริมาณโปรตีนของ 

แอนติบอดีกอนการทําใหบริสุทธิ์จึงมีคามาก และแอนติบอดีที่ไดมีไอโซไทปเปน IgG1 ซึ่งจับกับ 

protein A ไดไมดีถึงแมวาจะมีการทําแอนติบอดีใหเขมขนแตก็มีการสูญเสียแอนติบอดี 

ไปเนื่องจาก protein A ไมสามารถจับกับแอนติบอดีที่อยูในอาหารเล้ียงเซลลไดหมด 

ทําใหมีแอนติบอดีบางสวนหลุดออกมาจากคอลัมนพรอมกับอาหารเลี้ยงเซลล 

 

ตารางที่ 4.3 ปริมาณและความบริสุทธิ์ของแอนติบอดีวัดดวยวิธี indirect ELISA 

 

ปริมาณโปรตีน 

(BCA assay) 

ปริมาณแอนติบอดี 

(ELISA) 
recovery  

(%) 
purity (%) 

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

กอนทาํใหบริสุทธิ ์ 7.873 19.68x103 0.038 95 - 0.80 

หลังทําใหบริสุทธิ ์ 1.132 26.036 0.693 15.939 16.78 61.23 

  

 4.2.4 การตรวจสอบความบริสุทธิ์ของแอนติบอดีหลังจากทําใหบริสุทธิ์ดวย
เทคนิค SDS-PAGE  

นําแอนติบอดีที่ผานการทําใหบริสุทธิ์มาวิเคราะหแถบโปรตีนและหาน้ําหนักโมเลกุลดวย

วิธี SDS-PAGE  
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รูปที่ 4.2 แถบของแอนติบอดีกอนและหลังทาํใหบริสุทธิด์วยเทคนิค SDS-PAGE 

  ชอง 1 คือ โปรตีนมาตรฐาน 

  ชอง 2 คือ ซีรัมที่ใชในการเล้ียงเซลลโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

ชอง 3 คือ โมโนโคลนอลแอนติบอดีในอาหารเล้ียงเซลลที่มี10% FCS กอนทําให 

บริสุทธิ์ 

  ชอง 4 คือ โมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังทําใหบริสุทธิ์ 

 จากผลการทดลองพบวาเมื่อนําแอนติบอดีกอนผานการทําใหบริสุทธิ์มาวิเคราะหแถบ

โปรตีนและหาน้ําหนักโมเลกุลดวยวิธี SDS-PAGE จะพบแถบโปรตีนเพียงแถบเดียว และเม่ือทํา

การเปรียบเทียบคา relative mobility (Rf) กับกราฟมาตรฐาน (รูปที่ ก.3 ในภาคผนวก ก) ระหวาง

คา relative mobility และน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐานพบวา โมโนโคลนอลแอนติบอดีใน

อาหารเล้ียงเซลลกอนผานการทําใหบริสุทธิ์ (ชอง 3) พบแถบโปรตีนที่เหมือนกับแถบโปรตีนของ

ซีรัมที่ใชในการเล้ียงเซลลโมโนโคลนอลแอนติบอดี (ชอง 2) เนื่องจากวาในอาหารเลี้ยงเซลลจะมี 

10% ซีรัมอยูดวย และในซีรัมก็มีโปรตีนขนาดใหญอยูมากมาย เมื่อนํามาวิเคราะหดวยเทคนิค 

SDS-PAGE จึงพบแถบโปรตีนขนาดใหญเดนชัดเพียงแถบเดียวแตจะมีแถบโปรตีนขนาดเล็กไม

เดนชัดปรากฏอยูมากมาย เม่ือทําการคํานวณหาน้ําหนักโมเลกุลของแถบโปรตีนขนาดใหญพบวา

มีน้ําหนักโมเลกุลที่ประมาณ 81.34 กิโลดาลตัน และเมื่อนําแอนติบอดีที่ผานการทําใหบริสุทธิ์มา

วิเคราะห พบวาปรากฏแถบโปรตีนสองแถบชัดเจนมีน้ําหนักโมเลกุลที่ประมาณ 60.66 และ 27.35 

กิโลดาลตัน (ชอง 4) ซึ่งคาดวานาจะเปนแถบโปรตีนของ heavy chain และ light chain ของ 
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โมเลกุลแอนติบอดี ตามลําดับ เนื่องจากเทคนิค SDS-PAGE จะมีการเติม beta-

mercaptoethanal ทําใหเกิดการทําลายพันธะไดซัลไฟดที่เช่ือม heavy chain และ light chain ใน

โมเลกุลของแอนติบอดีออกได และไมพบแถบโปรตีนที่มีน้ําหนักโมเลกุลที่ประมาณ 81.34        

กิโลดาลตัน ทั้งนี้เนื่องจากวา ในการทํา SDS-PAGE นี้จะใชโปรตีนที่ความเขมขนเดียวกัน 

ดังนั้นในอาหารเล้ียงเซลลกอนทําใหบริสุทธิ์จึงมาจากซีรัมเปนสวนใหญ เมื่อทําใหบริสุทธิ์แลว 

โปรตีนจากซีรัมจึงถูกกําจัดออกเหลือแตแอนติบอดีเปนสวนใหญ (61.23%) 

 

ตารางที่ 4.4 คา Rf กับน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐานที่ใชในการเปรียบเทียบหา

น้ําหนักโมเลกุลของแอนติบอดีหลังจากทําใหบริสุทธิ์ดวยเทคนิค SDS-PAGE 

โปรตีน 
น้ําหนกัโมเลกลุ 

(กิโลดาลตัน) 

Relative mobility 

(Rf) 

β-galactosidase 

Bovine serum albumin 

Ovalbumin 

Carbonic anhydrase 

�-lactoglobulin 

Lysozyme 

118 

86 

49 

34 

24 

19 

0.15 

0.26 

0.47 

0.72 

0.87 

1.00 

FCS 81.34 0.29 

แอนติบอดีจากโมโนโคลนอลแอนติบอดี nor#155 

(IgG1) หลังจากทาํใหบริสุทธิ์ 
60.66 

27.35 

0.43 

0.81 

 

4.2.5 การทดสอบความสามารถในการจับของแอนติบอดีหลังการทําใหบริสุทธิ์ตอ
สารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระ 

 นําโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผานการทําใหบริสุทธิ์มาทดสอบวา โมโนโคลนอลแอนติบอดี

ที่ ไดยังคงมีความสามารถในการจับกับสารนอรฟลอกซาซินอยูหรือไม  ดวยวิธี  indirect 

competitive ELISA โดยทําการแปรคาความเขมขนของสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระต้ังแต      

0 –  10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จากการทดลองพบวา คาการดูดกลืนแสงที่ไดจากการทํา ELISA มี

คาสูงข้ึนเม่ือทําการลดปริมาณของสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระและมีคาการดูดกลืนแสงลดลง 
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เม่ือปริมาณสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระเพิ่มข้ึน ซึ่งคาการดูดกลืนแสงที่ไดจะแปรผกผันกับ

ปริมาณของสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระ แสดงวา แอนติบอดีที่ผานการทําใหบริสุทธิ์สามารถ

จับกับสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระได ดังแสดงในตารางที่ 4.5 

 

ตารางที่ 4.5 ผลการทดสอบความจําเพาะของแอนติบอดีบริสุทธิ์ตอสารนอรฟลอกซาซิน

ในรูปอิสระดวยวิธี indirect competitive ELISA   

ชนิดตัวอยาง 

ความเขมขนของ      

สารนอรฟลอกซาซนิ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

คาการดูดกลืนแสงที่  

492 นาโนเมตร 

โมโนโคลนอลแอนติบอดีหลัง

ผานการทาํใหบริสุทธิ ์

0 1.103 1.149 1.126 

0.001 1.143 1.212 1.043 

0.002 1.028 1.023 1.099 

0.005 1.002 1.008 1.012 

0.01 0.939 0.910 0.924 

0.02 0.844 0.884 0.814 

0.05 0.749 0.806 0.777 

0.1 0.501 0.554 0.532 

0.2 0.327 0.335 0.337 

0.5 0.189 0.178 0.189 

1 0.111 0.107 0.108 

2 0.094 0.091 0.104 

5 0.082 0.084 0.085 

10 0.076 0.076 0.075 

ซีรัมหนทูี่ไมไดมีการฉีดกระตุน - 0.045 0.054 0.056 

ซีรัมหนทูี่ไดรับการกระตุนดวย 

นอรฟลอกซาซิน 
- 1.138 1.086 1.042 

 

 



61 

 

 

4.3 การเปรียบเทียบชุดตรวจสอบ ELISA แบบตางๆ 

 4.3.1 ชุดตรวจสอบแบบ direct competitive ELISA (Ag captured) 

  4.3.1.1 การหาอัตราสวนที่เหมาะสมในการจับกันระหวางแอนติบอดีกับสาร     

นอรฟลอกซาซินที่เชื่อมตอกับ HRP 

  หาอัตราสวนในการจับที่เหมาะสมระหวางปริมาณแอนติบอดีที่เคลือบจานชนิด 96 

หลุม กับสารนอรฟลอกซาซินที่เช่ือมตอกับ HRP โดยทําการแปรคาความเขมขนของแอนติบอดีให

อยูในชวง 0.25-2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และทําการเจือจางสารนอรฟลอกซาซินที่เชื่อมตอกับ 

HRP อยูในชวง 1:25,000–1:400,000 เทา จากนั้นทําการเลือกอัตราสวนที่เหมาะสมระหวาง

ปริมาณแอนติบอดีกับสารนอรฟลอกซาซินที่เชื่อมตอกับ HRP ที่ใหคาการดูดกลืนแสงในการทํา 

ELISA สูงกวา 1 เล็กนอย (ดังแสดงในตารางที่ 4.6) พบวาปริมาณแอนติเจนและแอนติบอดีที่ทํา

ปฏิกิริยากันไดคาดูดกลืนแสงสูงกวา 1 เล็กนอยมีอยูหลายคาความเขมขนดวยกัน โดยทําการเลือก

แอนติบอดีที่ความเขมขน 0.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และความเขมขนของสารนอรฟลอกซาซินที่

เชื่อมตอกับ HRP ที่เจือจาง 1:50,000 เทา และแอนติบอดีที่ความเขมขน 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

ความเขมขนของสารนอรฟลอกซาซินที่เชื่อมตอกับ HRP ที่เจือจาง 1:200,000 เทา และ1:300,000 

เทา นําไปใชในการหาความไวตอสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระตอไป  
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ตารางที่ 4.6 การหาอัตราสวนที่เหมาะสมระหวางแอนติบอดีกับสารนอรฟลอกซาซินที่

เชื่อมตอกับ HRP เพื่อใชในการเตรียมชุดตรวจสอบแบบ direct competitive ELISA (Ag 

captured) 

อัตราการเจือจาง 

ของ nor-HRP 

(เทา) 

คาการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร 

ความเขมเขนของแอนติบอดี  (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

0 0.25 0.5 1 2 

1:25,000 0.043 0.763 1.594 2.448 2.673 

1:50,000 0.067 0.604 1.366* 2.313 2.599 

1:100,000 0.044 0.358 0.943 1.716 2.309 

1:200,000 0.048 0.306 0.854 1.307* 2.442 

1:300,000 0.050 0.293 0.644 1.157* 2.094 

1:400,000 0.061 0.201 0.410 0.984 1.645 

 

 หมายเหตุ * คือ คาการดูดกลืนแสงจากการทํา ELISA ที่ใชแอนติเจนและแอนติบอดีที่มี

ความเขมขนที่เหมาะสมสําหรับใชในการทดสอบความสามารถของแอนติบอดีในการจับกับสาร

นอรฟลอกซาซินในรูปอิสระ 

 

  4.3.1.2 การทดสอบหาความไวของแอนติบอดีตอสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระ 

 ทําการทดสอบหาความไวของแอนติบอดีตอสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระ โดย

เลือกใชคาความเขมขนของแอนติบอดีและสารนอรฟลอกซาซินที่เช่ือมตอกับ HRP ที่เหมาะสมที่

ไดจากขอ 4.3.1.1 และทําการแปรคาความเขมขนของสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระที่นํามาใช

เปนตัวแขงขันในชวง 0-10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จากนั้นนําคาการดูดกลืนแสงในรูปรอยละของ

อัตราสวนระหวาง B ตอ B0 โดยที่ B คือคาการดูดกลืนแสงในภาวะที่มีสารนอรฟลอกซาซินอิสระที่

ความเขมขนตางๆ และ B0 คือ คาการดูดกลืนแสงในภาวะที่ไมมีสารนอรฟลอกซาซิน มาวาดกราฟ

เทียบกับความเขมขนของสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระทําการหาคา IC50 ซึ่งเปนคาความเขมขน

ของสา รนอร ฟลอกซาซิ น อิ ส ระที่ ทํ า ให ค า  %B/B0 ลดลงค ร่ึ งหนึ่ ง  และหาค า  LOD 

ซึ่งเปนคาปริมาณตํ่าสุดที่สามารถวัดได จากการทดลองพบวาเม่ือใชแอนติบอดีที่ความเขมขน 0.5 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และสารนอรฟลอกซาซินที่เชื่อมตอกับ HRP เจือจางที่ 1:50,000 เทามีคา 
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IC50 และคา LOD เทากับ 13.39 และ 1.62 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ และแอนติบอดีที่

ความเขมขน 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และสารนอรฟลอกซาซินที่เช่ือมตอกับ HRP เจือจางที่ 

1:200,000 เทา และ 1:300,000 เทา จะใหลักษณะของกราฟและความชันใกลเคียงกัน โดยมี คา 

IC50 เทากับ 8.21 และ 9.65 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ และคา LOD เทากับ 1.01 และ 

1.34 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ จากการเปรียบเทียบคา IC50 และคา LOD ที่ไดจากทั้ง 3 

คาความเขมขน พบวา เมื่อใชแอนติบอดีที่ความเขมขน 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และสาร        

นอรฟลอกซาซินที่เช่ือมตอกับ HRP ที่เจือจาง 1:200,000 เทาจะใหคา IC50 และคา LOD ตํ่าที่สุด 

แสดงวาเปนความเขมขนที่ทําใหการตรวจมีความไวสูงสุด 

 

10-2 10-1 100 101 102 103 104 105
0

25

50

75

100
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%
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รูปที่ 4.3 ผลการทดสอบความไวของแอนติบอดีตอสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระดวยวิธี 

direct competitive ELISA (Ag captured)  

 

 

 

 

 

 

nor-HRP 1:50,000  Ab 0.5 μg/ml 

IC50 = 13.39 ng/ml, LOD = 1.62 ng/ml 

 nor-HRP 1:300,000 Ab 1 μg/ml 

 IC50 = 9.65 ng/ml, LOD = 1.34 ng/ml 

  

nor-HRP 1:200,000  Ab 1 μg/ml  

IC50 = 8.21 ng/ml, LOD = 1.01 ng/ml 
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4.3.2 ชุดตรวจสอบแบบ indirect competitive ELISA (Ab captured) 

  4.3.2.1 การหาอัตราสวนที่เหมาะสมในการจับกันระหวางแอนติบอดีกับ 

สารนอรฟลอกซาซินที่เชื่อมตอกับ BSA  

  ทําการหาอัตราสวนที่เหมาะสมระหวางแอนติบอดีกับสารนอรฟลอกซาซินที่

เช่ือมตอกับ BSA สําหรับวิธี indirect ELISA โดยการแปรความเขมขนของสารนอรฟลอกซาซินที่

เช่ือมตอกับ BSA ที่นํามาเคลือบกนหลุมในชวง 0.0078-0.25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และแปร

ความเขมขนของแอนติบอดีในชวง 1-50 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร จากนั้นเลือกคาอัตราสวนที่ใหคา

การดูดกลืนแสงสูงกวา 1 เล็กนอย จากการทดลองพบวาสามารถเลือกได 3 อัตราสวน คือ 

แอนติบอดี 4 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร กับสารนอรฟลอกซาซินที่เชื่อมตอกับ BSA 0.0312 ไมโครกรัม

ตอมิลลิลิตร และแอนติบอดี 15 และ 20 นาโนกรัมตอมิลลิลิตรกับสารนอรฟลอกซาซินที่เช่ือมตอ

กับ BSA 0.0156 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ตารางที่ 4.7) ดังนั้นจึงไดนําอัตราสวนทั้ง 3 นี้ไปใชใน

การทดสอบความไวในการจับกับสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระตอไป 
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 ตารางที่ 4.7 การหาอัตราสวนที่เหมาะสมระหวางแอนติบอดีกับสารนอรฟลอกซาซินที่

เช่ือมตอกับ BSA เพื่อใชในการเตรียมชุดตรวจสอบแบบ indirect competitive ELISA             

(Ab captured)  

ความเขมขนของแอนติบอดี 

(นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) 

คาการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร 

ความเขมขนของ nor-BSA  (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

0.0078 0.0156 0.0312 0.0652 0.125 0.25 

0 0.128 0.136 0.080 0.140 0.156 0.211 

1 0.288 0.462 0.630 0.885 1.031 1.061 

2 0.329 0.570 0.979 1.227 1.356 1.443 

4 0.408 0.778 1.208* 1.526 1.736 1.770 

8 0.655 1.020 1.628 2.006 2.149 2.191 

10 0.622 1.009 1.693 2.023 2.136 2.252 

15 0.651 1.100* 1.818 2.202 2.364 2.370 

20 0.760 1.204* 1.847 2.261 2.454 2.432 

25 0.838 1.289 1.992 2.353 2.529 2.548 

30 0.865 1.308 2.034 2.306 2.477 2.516 

35 0.858 1.375 2.021 2.360 2.487 2.551 

40 0.822 1.421 2.013 2.315 2.500 2.507 

45 0.911 1.365 2.022 2.296 2.543 2.571 

50 0.950 1.376 2.042 2.448 2.519 2.564 

หมายเหตุ * คือ คาการดูดกลืนแสงจากการทํา ELISA ทีใ่ชแอนติเจนและแอนติบอดีที่มี

ความเขมขนทีเ่หมาะสมสําหรับใชในการทดสอบความสามารถของแอนติบอดีในการจับกับสาร

นอรฟลอกซาซินในรูปอิสระ 



66 

 

 

4.3.2.2 การทดสอบหาความไวของแอนติบอดีตอสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระ 

หลังจากทําการ เ ลือกอัตราส วนที่ เหมาะสมระหว างแอนติบอดีกับสาร                

นอรฟลอกซาซินที่เช่ือมตอกับ BSA จากขอ 4.3.2.1 ซึ่งทําการเลือกมาทั้งหมด 3 อัตราสวน แลว

นําไปทดสอบกับสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระท่ีความเขมขนต้ังแต 0 -10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

ไดผลแสดงในรูปที่ 4.4 พบวาเม่ือใชสารนอรฟลอกซาซินที่เช่ือมตอกับ BSA 0.0156 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร จับกับแอนติบอดี 15 และ 20 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร จะใหคา IC50 เทากับ 8.24 และ 

21.63 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ และคา LOD เทากับ 2.65 และ 10.27 นาโนกรัมตอ

มิลลิลิตร ตามลําดับ เมื่อใชสารนอรฟลอกซาซินที่เชื่อมตอกับ BSA 0.0312 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

กับแอนติบอดี 4 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร จะใหคา IC50 และคา LOD เทากับ 10.48 และ 4.40 นาโน

กรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ ซึ่งอัตราสวนระหวางแอนติบอดีกับแอนติเจนที่ใหความไวมากที่สุด 

คือ สารนอรฟลอกซาซินที่เช่ือมตอกับ BSA 0.0156 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จับกับแอนติบอดี 15 

นาโนกรัมตอมิลลิลิตร เนื่องจากทําการเคลือบหลุมดวยสารนอรฟลอกซาซินที่เช่ือมตอกับ BSA ใน

ปริมาณที่นอยแลวเติมแอนติบอดีลงไปพรอมกับสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระ ทําใหโอกาสที่

แอนติบอดีจับกับสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระนั้น มีมากกวาสารนอรฟลอกซาซินที่เช่ือมตอกับ 

BSA ที่เคลือบอยูบนพื้นผิวของหลุม แอนติบอดีจึงสามารถจับกับสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระ

ไดหมด จึงทําใหมีความไวมากที่สุด 
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รูปที่ 4.4 ผลการทดสอบความไวของแอนติบอดีตอสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระดวยวิธี 

indirect competitive ELISA (Ab captured)  

 

4.3.3 ชุดตรวจสอบแบบ direct competitive ELISA (Ab captured)  

 4.3.3.1 การหาอัตราสวนที่เหมาะสมในการจับกันระหวางสารนอรฟลอกซาซินที่

เชื่อมตอกับ BSA กับแอนติบอดีที่เชื่อมตอกับไบโอติน 

 ทําการหาอัตราสวนที่เหมาะสมระหวางแอนติบอดีที่เช่ือมตอกับไบโอตินกับสาร 

นอรฟลอกซาซินที่เชื่อมตอกับ BSA ทําการการแปรความเขมขนของสารนอรฟลอกซาซินที่เชื่อมตอ

กับ BSA ที่นํามาเคลือบกนหลุมในชวง 0.0078-0.125 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และแปรความ

เขมขนของแอนติบอดีที่เชื่อมตอกับไบโอตินในชวงเจือจาง 1:1,000-1:64,000 เทา จากนั้นเลือกคา

อัตราสวนที่ใหคาการดูดกลืนแสงสูงกวา 1 เล็กนอย จากการทดลองพบวาสามารถเลือกได 2 

อัตราสวน คือ สารนอรฟลอกซาซินที่เช่ือมตอกับ BSA 0.0156 และ 0.0312 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร กับ แอนติบอดีที่เชื่อมตอกับไบโอติน 1:8,000 เทา และ 1:16,000 เทา ตามลําดับ ดัง

แสดงในตารางที่ 4.8 

 

 

nor-BSA 0.0312 μg/ml Ab 4 μg/ml  

IC50 = 10.48 ng/ml, LOD = 4.40 ng/ml 

 nor-BSA 0.0156 μg/ml Ab 20 μg/m 

 IC50 = 21.63 ng/ml, LOD = 10.27 ng/ml 

nor-BSA 0.0156 μg/ml Ab 15 μg/ml  

IC50 = 8.24 ng/ml, LOD = 2.65 ng/ml 



68 

 

 

ตารางที่ 4.8 การหาอัตราสวนที่เหมาะสมระหวางสารนอรฟลอกซาซินที่เช่ือมตอกับ BSA 

กับแอนติบอดีที่เชื่อมตอกับไบโอติน เพื่อใชในการเตรียมชุดตรวจสอบแบบ direct competitive 

ELISA (Ab captured) 

อัตราการเจือจางของ

แอนติบอดีที่เช่ือมตอกับ 

ไบโอติน (เทา) 

คาการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร 

ความเขมขนของ nor-BSA (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

0 0.125 0.0625 0.0312 0.0156 0.0078 

1:1,000 0.148 2.792 2.816 2.525 1.731 1.437 

1:2,000 0.144 2.925 2.764 2.358 1.598 1.021 

1:4,000 0.149 2.858 2.666 2.097 1.276 0.898 

1:8,000 0.166 2.714 2.440 1.880 1.311* 0.821 

1:16,000 0.146 2.261 1.859 1.339* 0.923 0.562 

1:32,000 0.182 1.487 1.166 0.873 0.613 0.289 

1:64,000 0.167 0.877 0.704 0.535 0.372 0.287 

 

หมายเหตุ * คือ คาการดูดกลืนแสงจากการทํา ELISA ทีใ่ชแอนติเจนและแอนติบอดีความ

เขมขนที่เหมาะสมเพื่อนํามาใชในการทดสอบกับสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระ 

 

4.3.3.2 การทดสอบหาความไวของแอนติบอดีตอสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระ 

   หลังจากนําอัตราสวนที่เหมาะสมระหวางแอนติบอดีที่เช่ือมตอกับไบโอตินกับสาร

นอรฟลอกซาซินที่เชื่อมตอกับ BSA จากขอ 4.3.3.1 ไปใชในการทดสอบการจับกับสาร            

นอรฟลอกซาซินในรูปอิสระที่ความเขมขนต้ังแต 0 -10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (รูปที่ 4.5) พบวา

เม่ือใชสารนอรฟลอกซาซินที่เช่ือมตอกับ BSA 0.0156 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จับกับแอนติบอดีที่

เช่ือมตอกับไบโอตินเจือจาง 1:8,000 เทา จะใหคา IC50 เทากับ 32.51 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร และ

คา LOD เทากับ 3.00 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร เมื่อใชสารนอรฟลอกซาซินที่เช่ือมตอกับ BSA 

0.0312 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร กับแอนติบอดีที่เช่ือมตอกับไบโอตินเจือจาง 1:16,000 เทา จะให

คา IC50 และคา LOD เทากับ 27.25 และ 2.00 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ จากผลการ

ทดลองอัตราสวนที่ใหความไวของชุดตรวจสอบมากที่สุดคือ เม่ือใชสารนอรฟลอกซาซินที่เช่ือมตอ
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กับ BSA 0.0312 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร กับแอนติบอดีที่เช่ือมตอกับไบโอตินเจือจาง 1:16,000 

เทา 
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รูปที่ 4.5 ผลการทดสอบความไวของแอนติบอดีกับสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระดวยวิธี 

direct competitive ELISA (Ab captured)  

 

4.3.4 การวิเคราะหเปรียบเทียบชุดตรวจสอบ ELISA แบบตางๆ 

การตรวจสอบสารตกคางในปจจุบันสามารถวิเคราะหไดดวยชุดตรวจสอบ ELISA แบบ

ตางๆ แตแบบท่ีเปนที่นิยมทั่วไป ไดแก ชุดตรวจสอบแบบ direct competitive ELISA (Ag 

captured) และแบบ indirect competitive ELISA (Ab captured) ในงานวิจัยนี้ไดทําการพัฒนา

ชุดตรวจสอบเพิ่มข้ีนมาอีกหนึ่ง แบบ คือ direct competitive ELISA (Ab captured) ซึ่งมีการ
เชื่อมตอแอนติบอดีเขากับไบโอติน เพื่อเปนการเพิ่มขยายสัญญาณ ทําใหมีความแรงของสัญญาณ

ในการวัดการทําปฏิกิริยาของเอนไซมเพิ่มข้ึนทําใหชุดตรวจสอบมีความไวสูงข้ึน เนื่องจากไบโอติน

มี multiple binding site โดยที่ไบโอติน 1 โมเลกุล สามารถจับกับ streptavidin ที่เชื่อมตอกับ

เอนไซม HRP ไดถึง 4 โมเลกุล (Diamandis และ Christodoulos, 1991) 

 จากผลการทดลองเปรียบเทียบชุดตรวจสอบแบบตางๆ พบวา ชุดตรวจสอบที่ใหความไว

สูงสุด คือ ชุดตรวจสอบแบบ direct competitive ELISA (Ag captured) รองลงมา คือ indirect 

 

nor-BSA 0.0312 μg/ml  Ab-biotin 1:16,000 

IC50 = 27.25 ng/ml, LOD = 2.00 ng/ml 

nor-BSA 0.0156 μg/ml   Ab-biotin 1:8,000  

IC50 = 32.51 ng/ml, LOD = 3.00 ng/ml 
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competitive ELISA (Ab captured) และ direct competitive ELISA (Ab captured) เปนชุด
ตรวจสอบที่ใหความไวนอยที่สุด 

จากการเตรียมชุดตรวจสอบแบบ direct competitive ELISA (Ab captured) พบวามี

ความไวนอยที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับชุดตรวจสอบแบบตางๆ โดยใหคา IC50 เทากับ 27.25 นาโน

กรัมตอมิลลิลิตร และความเขมขนตํ่าที่สุดที่สามารถวัดได (LOD) เทากับ 2.00 นาโนกรัมตอ

มิลลิลิตร ถึงแมจะมีการขยายสัญญาณดวยไบโอตินก็ตาม ซึ่งสาเหตุอาจเนื่องมาจากการเช่ือมตอ

กันระหวางแอนติบอดีและไบโอติน โดยไบโอตินจะจับกับแอนติบอดีที่บริเวณหมูเอมีนของกรด   

อะมิโนไลซีนทําใหมีการเชื่อมตอกับสวน Fab ของแอนติบอดี ซึ่งสวน Fab ของแอนติบอดีเปนสวนที่

ใชในการจับกับแอนติเจน เมื่อบริเวณ Fab ของแอนติบอดีถูกรบกวนทําใหมีความสามารถในการ

จับกับแอนติเจนลดลง จึงสงผลใหชุดตรวจสอบที่ไดมีความไวลง (Simons และคณะ, 2006) 

ถึงแมวาชุดตรวจสอบแบบ direct competitive ELISA (Ab captured) จะใชเวลาในการทดสอบ 

ไมนานนัก ซึ่งใชเวลาเพียง 2 ชั่วโมง 40 นาที แตเม่ือพิจารณาความคุมคาในเชิงพาณิชยคาดวาจะ

ไมเหมาะแกการใชงาน เนื่องจากจะมีคาใชจายในสวนของไบโอตินและ streptavidin เพิ่มข้ึนมา 

ชุดตรวสอบแบบ indirect competitive ELISA (Ab captured) เปนชุดตรวจสอบที่ให

ความไวใกลเคียงกับชุดตรวจสอบแบบ direct competitive ELISA (Ag captured) ซึ่งชุดตรวสอบ

ทั้งสองแบบใหคา IC50 เทากับ 8.24 และ 8.28 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร และ LOD เทากับ 2.65 และ 

1.01 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ จะเห็นวามีคาตํ่ากวา MRLs ที่กําหนดไวและเมื่อพิจารณา 

ถึงความสะดวกในการใชงาน ระยะเวลาในการตรวจสอบและคาใชจาย เมื่อนําไปผลิตชุด

ตรวจสอบในเชิงพาณิชย ชุดตรวจสอบแบบ indirect competitive ELISA (Ab captured) จะใช

เวลาในการทดสอบ 2 ชั่วโมง 30 นาที และยังตองใช HPR-labelled goat anti-mouse IgG ทําให

มีคาใชจายเพิ่มมากข้ึน  

เม่ือพิจารณาชุดตรวจสอบแบบ direct competitive ELISA (Ag captured) พบวามี

ข้ันตอนและเวลาที่ใชในการทดสอบนอยที่สุดเมื่อเทียบกับชุดตรวจสอบแบบอ่ืนๆ ซึ่งใชเวลาเพียง 

1 ชั่วโมง 30 นาที และที่สําคัญยังมีคาใชจายตํ่าเนื่องจากใชเพียงแอนติบอดีและสาร               

นอรฟลอกซาซินที่เช่ือมตอ กับ HRP เทานั้นดังนั้นชุดตรวจสอบแบบ direct competitive ELISA 

(Ag captured) จึงนาจะเปนชุดตรวจสอบที่เหมาะสมและมีความไวที่สุด จึงไดทําการเลือกชุด

ตรวจสอบระบบดังกลาว มาเตรียมเปนชุดตรวจสอบตนแบบและทําการหาประสิทธิภาพของชุด

ตรวจสอบตอไป   



71 

 

 

ตารางที่ 4.9 สรุปผลการเตรียมชุดตรวจสอบตนแบบตางๆ ในงานวิจยันี ้

รูปแบบของชุดตรวจสอบ 
อัตราสวนระหวางแอนติเจน 

และแอนติบอดี 

เวลาในการ

ทดสอบ 

(ชั่วโมง)  

IC50 

(ng/ml) 

LOD 

(ng/ml) 

Direct competitive 

ELISA (Ag captured) 

Ab 1 μg/ml 

nor-HRP 1:200,000 

 

1.30 8.28 1.01 

Indirect competitive 

ELISA (Ab captured) 

nor -BSA 0.0156 μg/ml 

Ab 15 ng/ml 

 

2.30 8.24 2.65 

Direct competitive 

ELISA (Ab captured) 

nor -BSA 0.0312 μg/ml 

Ab-biotin 1:16,000 
2.40 27.25 2.00 

 

4.4 การเตรยีมชุดตรวจสอบตนแบบ 
4.4.1 การสรางกราฟมาตรฐานของชุดตรวจสอบตนแบบดวยวธิี direct 

competitive ELISA (Ag captured) 
ทําการเตรียมชุดตรวจสอบตนแบบดวยวิธี direct competitive ELISA (Ag captured) 

โดยใชความเขมขนของแอนติบอดีที่เคลือบจานชนิด 96 หลุมเทากับ 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ

สารนอรฟลอกซาซินที่เช่ือมตอกับ HRP เจือจาง 1:200,000 เทาจากนั้นนําคาการดูดกลืนแสงที่

ไดมาหาคาเฉลี่ย คา %B/B0 และคาเบ่ียงเบนมาตรฐาน (SD) ซึ่งแสดงผลในตารางที่ 4.10 และนํา

ขอมูลมาสรางกราฟโดยใชโปรแกรม GraphPad Prism 4.03 โดยใหแกน X เปนลอการิทึมของ

ความเขมขนของสารนอรฟลอกซาซินในหนวยนาโนกรัมตอมิลลิลิตร และแกน Y เปน %B/B0 โดย

ที่ B คือคาการดูดกลืนแสงโดยวิธี direct competitive ELISA (Ag captured) ที่มีสาร             

นอรฟลอกซาซินความเขมขนตางๆ และ B0 คือ คาการดูดกลืนแสงที่ไมมีสารนอรฟลอกซาซิน ได

กราฟแสดงดังรูปที่ 4.6 ทําการเลือกชวงความเขมขนของสารนอรฟลอกซาซินที่สามารถนํามาสราง

กราฟเสนตรงได พบวา ชวงความเขมขนของสารนอรฟลอกซาซินที่จะนํามาสรางเปนกราฟ

มาตรฐาน คือชวง 1, 2, 5, 10, 20 และ 50 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ไดกราฟมาตรฐานแสดงดังรูปที่ 

4.7 
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ตารางที่ 4.10 ผลคาเฉลี่ยของคาการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร จากการทาํ direct 

competitive ELISA (Ag captured) สําหรับสรางกราฟมาตรฐานของชุดตรวจสอบตนแบบ 

ความเขมขนสารนอรฟลอกซาซิน 

(นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) 

     คาการดูดกลืนแสงที ่

     450 นาโนเมตร 
%B/B0 SD 

0 1.345 100.00 0.130 

1 1.244 92.493 0.041 

2 1.136 84.465 0.019 

5 0.957 71.110 0.039 

10 0.744 55.278 0.008 

20 0.471 35.035 0.007 

50 0.264 19.648 0.029 
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รูปที่ 4.6 กราฟแสดงชวงความเขมขนของสารนอรฟลอกซาซนิดวยโปรแกรม GraphPad 

Prism 4.03 เพื่อใชในการสรางกราฟมาตรฐานของชุดตรวจสอบตนแบบ 
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รูปที่ 4.7 กราฟมาตรฐานของชุดตรวจสอบตนแบบ direct competitive ELISA (Ag 

captured) 
 

 4.4.2 การศึกษาผลของอุณหภูมิและเวลาที่ใชในการบมแอนติบอดีกับสาร     
นอรฟลอกซาซินที่เชื่อมตอกับ HRP และสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระ 
 การพัฒนาชุดตรวจสอบตนแบบจะตองคํานึงถึงความสะดวกและงายตอการใชงาน ดังนั้น

จึงตองทําการแปรเวลาและอุณหภูมิที่ใชในการบมตัวอยาง โดยการบมตัวอยางที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส และที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 1 และ 2 ชั่วโมง เมื่อพิจารณาคา R2 และกราฟ

มาตรฐานของแตละชุดการทดลอง พบวา คา R2 และเสนกราฟมาตรฐานมีคาใกลเคียงกัน (รูปที่ 

4.8) และคาการดูดกลืนแสงของตัวควบคุมลบ คือ หลุมที่ไมมีการเติมสารนอรฟลอกซาซินใหคา

การดูดกลืนแสงที่ใกลเคียงกันและคาที่ไดไมตํ่ากวา 1 แสดงในตารางที่ 4.11 ดังนั้นจึงทําการเลือก

เวลาที่ใชในการบมนอยที่สุดคือ 1 ชั่วโมง และอุณหภูมิที่ใชไดสะดวกคือ ที่อุณหภูมิหอง 
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 ตารางที่ 4.11 ผลของการศึกษาเวลาและอุณหภูมิที่ใชในการบมแอนติบอดีกับสาร      

นอรฟลอกซาซินที่เชื่อมตอกับ HRP และสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระของชุดตรวจสอบตนแบบ  

เวลาและอุณหภูม ิ คาการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร 
ของตัวควบคุมลบ R2 

RT/1 hr 1.312 0.9788 

370C/1 hr 1.251 0.9555 

RT/2 hr 1.328 0.9623 

370C/2 hr 1.116 0.9658 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.8 กราฟมาตรฐานของชุดตรวจสอบในภาวะการบมตางๆ 

 

  37oC, 2 hr 
RT, 1hr   37oC, 1hr  

RT, 2hr  
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4.4.3 การทดสอบปฏกิิริยาขามของชุดตรวจสอบสารนอรฟลอกซาซิน 
ในการทดสอบปฏิกิริยาขามของชุดตรวจสอบ จะทําการทดสอบกับสารในกลุมและนอก

กลุมของควิโนโลนและฟลูออโรควิโนโลน ดังแสดงในตารางที่ 4.12 เม่ือใชความเขมขนของสารใน

กลุมที่ใชในการแขงขันสูงถึง 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร พบวาคาการดูดกลืนแสงลดตํ่าลงมากมีคา

ใกลเคียงกับตัวควบคุมบวก คือ หลุมที่มีการเติมสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระที่ความเขมขน 10 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร คิดเปนเปอรเซ็นตของการทําปฏิกิริยาขามในชวง 72-118% และเมื่อ

ทดสอบกับสารนอกกลุม คาการดูดกลืนแสงที่ไดลดลงเพียงเล็กนอย ทําใหมีคา IC50 มีคาสูง

มากกวา 10,000 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร เมื่อคํานวณหาเปอรเซ็นตปฏิกิริยาขามไดตํ่ากวา 0.1% 

แสดงวาชุดตรวจสอบที่ไดสามารถจับกับสารในกลุมควิโนโลนและฟลูออโรควิโนโลนแตไมจับกับ

สารนอกกลุม 
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ตารางที่ 4.12 คา IC50 และผลการทาํปฏิกิริยาขาม (Cross Reactivity; CR) ของชุด

ตรวจสอบตนแบบตอสารในกลุมและนอกกลุมควิโนโลนและฟลูออโรควิโนโลน 

Competitors CR (%) IC50 (ng/ml) 

Quinolones and  

fluoroquinolones 

Norfloxacin 100 8.28 

Enrofloxacin 181 4.55 

Nalidixic acid 116 7.11 

Cinoxacin 81 10.10 

Oxolinic acid 178 4.65 

Enoxacin 91 9.05 

Ofloxacin 118 6.99 

Flumequin 74 11.11 

Pipemidic acid 89 9.23 

Ciprofloxacin 72 11.48 

Hormone Progesterone <0.1 >10,000 

�-agonists Clenbuterol <0.1 >10,000 

Salbutarmol <0.1 >10,000 

Other antibiotics Tetracycline <0.1 >10,000 

Oxytetracycline  <0.1 >10,000 

Streptomycin  <0.1 >10,000 

Furazolidone  <0.1 >10,000 

Penicillin G <0.1 >10,000 

Chloramphenical  <0.1 >10,000 

3-Amino-2-oxazolido; AOZ <0.1 >10,000 

1-Aminohydantoin; AHD <0.1 >10,000 

Sulfamethazine <0.1 >10,000 
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4.4.4 การประเมินประสิทธิภาพของชดุตรวจสอบตนแบบ 
4.4.4.1 ความไว (sensitivity) ของชุดตรวจสอบตนแบบ 

นําขอมูลที่ไดจากการทดสอบดวยวิธี direct competitive ELISA (Ag captured) 

มาสรางกราฟเสนตรงโดยใหแกน X เปนคาลอการิทึมของความเขมขนสารนอรฟลอกซาซินและ

แกน Y เปนคา %B/B0 จากนั้นนําคา B0 12 คา จากขอมูลในตารางที่ 4.13 มาหาคาเบี่ยงเบน

มาตรฐาน (SD) คํานวณหาคา LOD และ LOQ นําไปแปลงเปนความเขมขนของสาร               

นอรฟลอกซาซินในหนวยนาโนกรัมตอมิลลิลิตร ซึ่งหาไดจากสมการเสนตรงของรูปที่ ก.4 

ภาคผนวก ก พบวา ชุดตรวจสอบตนแบบมีความไวหรือสามารถวัดปริมาณของสาร                นอร

ฟลอกซาซินตํ่าที่สุดเทากับ 1.01 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร และสามารถวัดปริมาณของสาร    นอร

ฟลอกซาซินตํ่าที่สุดอยางถูกตองเทากับ 3.21 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ซึ่งคาที่ไดตํ่ากวาปริมาณสูง

ที่สุดของสารนอรฟลอกซาซินที่อนุญาตใหตกคางได (MRLs) ในผลิตภัณฑที่ไดจากสัตว ซึ่งกําหนด

โดยประเทศญ่ีปุน ซึ่งมีคาเทากับ 20 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร 

 

ตารางที่ 4.13 คาการดูดกลืนแสงในการทดสอบดวยวิธี direct competitive ELISA (Ag 

captured) เพื่อใชหาคา LOD และ LOQ ของชุดตรวจสอบตนแบบ 

คาการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร 
ที่ไมมีสารนอรฟลอกซาซิน (B0) 

(n=12) 
mean SD LOD 

(ng/ml) 
LOQ 

(ng/ml) 

1.183 1.172 1.181 

1.207 0.043 1.01 3.21 
1.224 1.210 1.186 

1.127 1.260 1.281 

1.183 1.235 1.246 

 

4.4.4.2 ความแมนยํา (precision) ของชุดตรวจสอบตนแบบ 

คาความแมนยําของชุดตรวจสอบตนแบบสามารถพิจารณาไดจากการทํา inter 

variation assay และ intra variation assay (direct competitive ELISA (Ag captured)) 

จากนั้นนําขอมูลที่ไดมาทําการหาคารอยละสัมประสิทธิ์การแปรปรวน (%coefficient variation, 

%CV) ซึ่งพบวาคา %CV ของ Intra variation assay มีคาอยูในชวง 4.286-9.371% สวน inter 

variation assay มีคาอยูในชวง 5.268-11.101% (ตารางที่ 4.14) ซึ่งคาที่ไดนี้สามารถ 
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ยอมรับไดเนื่องจากมีคาตํ่ากวาเกณฑที่กําหนดไวในชวงที่ยอมรับไดซึ่งจะตองมีคานอยกวา 20% 

(Krotzky และ Seeh, 1995) 

 

ตารางที่ 4.14 การวิเคราะหความแปรปรวนของชุดตรวจสอบตนแบบ 

ความเขมขนของ           

สารนอรฟลอกซาซิน 

(นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) 

intra-variation assay (n=12) inter-variation assay (N=4) 

A450 SD %CV A450 SD %CV 

0 1.269 0.054 4.286 1.222 0.064 5.268 

1 1.135 0.094 8.242 1.112 0.093 8.399 

2 1.034 0.045 4.396 1.000 0.072 7.188 

5 0.874 0.053 6.063 0.840 0.080 9.558 

10 0.655 0.061 9.285 0.602 0.067 11.101 

20 0.455 0.032 6.980 0.423 0.043 10.262 

50 0.245 0.023 9.372 0.243 0.026 10.287 

 

 หมายเหตุ n        คือ จํานวนซํ้าของตัวอยาง 

N     คือ จํานวนคร้ังของการทดลอง โดยในแตละคร้ังของการทดลองจะ 

ทํา 4 ซ้ํา 

 
4.5 การเตรยีมตัวอยางเนือ้ไกสําหรับชุดตรวจสอบตนแบบ 
 4.5.1 การหาอัตราสวนของเมทานอลที่เหมาะสมในการสกัดสารนอรฟลอกซาซิน
จากตัวอยางเนื้อไก 
 ทําการสกัดสารนอรฟลอกซาซินจากตัวอยางเนื้อไก ตามวิธีในขอ 3.4.4.5.1 โดย

เปรียบเทียบการใชตัวทําละลายเมทานอลกับ PBS ที่ 2 อัตราสวน คือ 50:50 และ 80:20 ปริมาตร

ตอปริมาตรแลววิเคราะหปริมาณดวยชุดตรวจสอบตนแบบ นําผลการทดลองท่ีไดมาเทียบกับ

กราฟมาตรฐาน ทําการคํานวณหาปริมาณของสารนอรฟลอกซาซินและ %recovery (ตาราง 4.15) 

พบวาวิธีสกัดโดยใชเมทานอลกับ PBS ในอัตราสวน 50:50 ปริมาตรตอปริมาตรให %recovery 

อยูในชวง 34.86 -79.99%  ซึ่งเมื่อทําการวิเคราะหปริมาณสารนอรฟลอกซาซินพบวาคาที่ได

แตกตางไปจากเดิมมาก อาจเนื่องมาจากการสกัดโดยใชตัวทําละลายเมทานอลกับ PBS ใน
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อัตราสวนน ี้มีเมทานอลนอยเกินไป ทําใหสกัดสารนอรฟลอกซาซินออกจากตัวอยางไดนอย แตเม่ือ
ใชใชตัวทําละลายเมทานอลกับ PBS ในอัตราสวน 80:20 ปริมาตรตอปริมาตร ซึ่งมีปริมาณ        

เมทานอลที่มากพอสําหรับการสกัดสารนอรฟลอกซาซินจากตัวอยาง คา %recovery ที่คํานวนได

จึงอยูในชวง 80.34-114.25%  ซึ่งอยูในชวงที่ยอมรับได คือ 80-120% (Krotzky และ Seeh,1995) 

และปริมาณสารนอรฟลอกซาซินที่คํานวณไดใกลเคียงกับปริมาณที่เติมลงไป จึงทําการเลือกวิธี

สกัดโดยใชเมทานอลกับ PBS ในอัตราสวน 80:20 ปริมาตรตอปริมาตร เปนตัวทําละลายใน

ข้ันตอนการสกัดตัวอยางสําหรับการวิเคราะหตอไป 
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ตารางที่ 4.15 การหาอัตราสวนของเมทานอลที่เหมาะสมในการสกัดสารนอรฟลอกซาซินจากตัวอยางเนื้อไก  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

   หมายเหตุ n = 9 

   

 

 

     

fortified 

concentration 

(ng/ml) 

สกัดดวย methanol:PBS (50:50 (v/v)) สกัดดวย methanol:PBS (80:20 (v/v)) 

average 

A450 

measured  

concentration 

 ± SD (ng/ml) 

%recovery 
average 

A450 

measured 

concentration 

 ± SD (ng/ml) 

%recovery 

10 1.361 7.99±0.02 79.99 1.408 11.42±0.01 114.25 

20 1.366 7.84±0.01 39.24 1.293 16.79±0.09 83.94 

50 1.133 34.86±0.04 34.86 0.961 50.91±0.04 101.82 

100 0.762 62.09±0.05 62.09 0.825 80.39±0.02 80.39 

200 0.518 143.17±0.09 71.59 0.554 198.79±0.05 99.39 

500  0.371 237.25±0.03 47.45 0.269 515.97±0.03 103.19 

nkam
Typewritten Text
80
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4.5.2 การศกึษาผลกระทบของตัวทาํละลายตอการวิเคราะหดวยชุดตรวจสอบ

ตนแบบ 
จากการหาตัวทําละลายที่เหมาะสมในขอ 4.5.1 มาทําการสกัดสารนอรฟลอกซาซินจาก

ตัวอยางเนื้อไก พบวาอัตราสวนที่เหมาะสมระหวางเมทานอลตอ PBS คือ 80:20 ปริมาตรตอ

ปริมาตร ซึ่งอัตราสวนดังกลาวมีเมทานอลถึง 80% อาจมีผลกระทบตอชุดตรวจสอบตนแบบได จึง

ทําการเปรียบเทียบการเตรียมความเขมขนของสารนอรฟลอกซาซินที่ใชเตรียมกราฟมาตรฐานใน 

PBS และ เมทานอลตอ PBS 80:20 ปริมาตรตอปริมาตร จากน้ันนําคาการดูดกลืนแสงที่ไดมา

คํานวณเปน %B/B0 (ตารางที่ ก.9 ภาคผนวก ก) และนํามาวาดกราฟมาตรฐาน ดังรูป 4.9 พบวา

กราฟทั้งสองเสนมีคาการดูดกลืนแสงใกลเคียงกัน เนื่องจากจะตองทําการเจือจางความเขมขนของ

สารนอรฟลอกซาซินใน 80% เมทานอลลง 10  เทาและเม่ือนํามาเติมลงในจานหลุมชนิด 96 หลุม

พรอมกับสารนอรฟลอกซาซินที่เชื่อมตอกับ HRP ทําใหความเขมขนสุดทายของเมทานอลในจาน

หลุมเหลือเพียง 4% ดังนั้นเมทานอลที่อัตราสวน 80% จึงไมมีผลตอชุดตรวจสอบตนแบบ 

 

 
 

 

 

รูปที่ 4.9 กราฟมาตรฐานของสารนอรฟลอกซาซินที่เตรียมใน PBS และ เมทานอลตอ 

PBS 80:20 ปริมาตรตอปริมาตร 

 

 เมทานอลตอ PBS 80:20 ปริมาตรตอปริมาตร 

  PBS 
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 4.5.3 การศึกษาผลกระทบของแมทริกของตัวอยางเนื้อไก 

 เมื่อทําการเติมสารนอรฟลอกซาซินลงในตัวอยางที่มีเนื้อไกและไมมีตัวอยางเนื้อไก ทําการ

สกัดสารนอรฟลอกซาซินโดยตัวทําละลายเมทานอลตอ PBS 80:20 ปริมาตรตอปริมาตร เพื่อ

ศึกษาถึงผลกระทบจากแมทริกที่อาจเกิดข้ึนกับชุดตรวจสอบตนแบบได จากนั้นนําไปเปรียบเทียบ

หาความถูกตองของปริมาณสารนอรฟลอกซาซินที่ทําการวิเคราะหไดดวยวิธี direct competitive 

ELISA (Ag captured) ผลการทดลองพบวา ปริมาณสารนอรฟลอกซาซินที่คํานวณไดมีคา 

ใกลเคียงกัน และ %recovery ที่ไดอยูในเกณฑที่ยอมรับได (ตารางท่ี ก.10 ภาคผนวก ก) 

และเม่ือนํามาวาดกราฟ พบวาเสนกราฟมีคา R2 ที่ใกลเคียงกันดังรูป 4.10 ดังนั้นแมทริกของ

ตัวอยางเนื้อไกจึงไมมีผลตอการวิเคราะหชุดตรวจสอบตนแบบ 

 

 
 

 

 

 รูปที่ 4.10 กราฟแสดงความสัมพันธของการวิเคราะหสารนอรฟลอกซาซินที่สกัดจาก

ตัวอยางเนื้อไกและตัวอยางที่ไมมีเนื้อไก 

 การสกัดสารตัวอยางจากเนื้อไก 

  การสกัดสารตัวอยางที่ไมมเีนื้อไก 
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4.6 การวิเคราะหสารนอรฟลอกซาซินในตัวอยาง 

 4.6.1 การวิเคราะหสารนอรฟลอกซาซินในตัวอยางเนื้อไก 

 ทําการวิเคราะหหาปริมาณสารนอรฟลอกซาซินที่เติมลงในตัวอยางเนื้อไกโดยใหความ

เขมขนสุดทายเปน 10, 20, 50, 100, 200 และ 500 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ทําการสกัดดวยตัวทํา

ละลายผสมระหวางเมทานอล และ PBS ในอัตราสวน 80:20 ปริมาตรตอปริมาตร ทําการหาความ

เขมขนโดยนําผลที่ไดไปเทียบกับกราฟมาตรฐาน (รูปที่ ก.5 ภาคผนวก ก.) คํานวณหา %recovery 

และ %CV พบวา ความเขมขนของสารนอรฟลอกซาซินที่วิเคราะหไดใกลเคียงกับที่เติมลงใน

ตัวอยาง %recovery อยูในชวงที่ยอมรับได และ %CV ที่ไดจากการทํา intra-variation assay และ 

inter-variation assay พบวา มีคาอยูในชวง 2.95-15.31% และ 9.20-19.88%.ตามลําดับ (ตาราง

ที่ 4.16 และ 4.17) คาที่ไดตํ่ากวาเกณฑที่กําหนดไว ดังนั้นชุดตรวจสอบตนแบบสามารถวัดสาร

นอรฟลอกซาซินในตัวอยางเนื้อไกไดอยางถูกตอง 

  

 ตารางที่ 4.16 ผลการวิเคราะห intra-variation assay ในตัวอยางเนื้อไก 

experiment  

number 

fortified 

concentration 

 (ng/ml) 

intra-variation assay (n=12) 

measured 

concentration 

± SD (ng/ml) 

%recovery %CV 

คร้ังที่ 1 

10 8.17±0.03 81.70 2.95 

20 17.25±0.07 86.25 6.94 

50 41.74±0.05 83.48 8.09 

100 112.72±0.06 112.73 11.92 

200 166.40±0.07 83.20 6.97 

500 455.44±0.03 91.09 11.85 
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         ตารางที ่4.16 ผลการวิเคราะห intra-variation assay ในตัวอยางเนื้อไก (ตอ) 

 

คร้ังที่ 2 

10 10.96±0.05 109.63 4.09 

20 23.85±0.04 119.22 9.58 

50 49.45±0.07 98.89 9.58 

100 105.69±0.06 105.69 14.78 

200 236.37±0.07 118.18 3.04 

500 402.77±0.03 80.55 8.11 

คร้ังที่ 3 

10 11.81±0.06 118.15 5.90 

20 22.15±0.05 110.75 6.12 

50 41.19±0.02 82.37 3.75 

100 113.03±0.05 113.03 9.71 

200 235.23±0.04 117.61 12.09 

500 580.17±0.02 116.03 9.92 

คร้ังที่ 4 

10 11.61±0.11 116.13 9.76 

20 21.18±0.06 105.88 6.51 

50 40.18±0.03 80.36 3.93 

100 88.65±0.04 88.64 6.01 

200 239.46±0.03 119.73 6.89 

500 592.31±0.04 118.46 15.31 

 หมายเหตุ n คือ จํานวนซํ้าของตัวอยาง 
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ตารางที่ 4.17 ผลการวิเคราะห inter-variation assay ในตัวอยางเนื้อไก 

fortified   

concentration 

(ng/ml) 

inter-variation assay (N=4) 

measured 

concentration  

± SD (ng/ml) 

%recovery %CV 

10 10.64±0.10 106.40 9.20 

20 21.11±0.09 105.55 10.45 

50 43.14±0.12 86.28 10.72 

100 105.02±0.08 105.02 17.95 

200 219.36±0.10 109.68 19.88 

500 507.67±0.08 101.53 17.41 

 หมายเหตุ N คือ จํานวนคร้ังของการทดลอง โดยในแตละคร้ังของการทดลองจะทํา    

4 ซ้ํา 

 

 4.6.2 การวิเคราะหสารนอรฟลอกซาซินในตัวอยางไขไก 

 จากการนําชุดตรวจสอบตนแบบมาวิเคราะหหาปริมาณสารนอรฟลอกซาซินที่เติมลงใน

ตัวอยางไขไกโดยใหความเขมขนสุดทายเปน 5, 10, 25, 50, 100 และ 250 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร 

ทําการสกัดดวยตัวทําละลายผสมระหวางเมทานอล และ PBS ในอัตราสวน 40:60 ปริมาตรตอ

ปริมาตร ตามข้ันตอน 3.4.5.2 ทําการหาปริมาณสารนอรฟลอกซาซินโดยเทียบกับกราฟมาตรฐาน 

(รูปที่ ก.6 ภาคผนวก ก.) คํานวณหา %recovery %CV intra-variation assay และ inter-

variation assay พบวา ปริมาณสารนอรฟลอกซาซินที่วิเคราะหไดใกลเคียงกับที่เติมลงในตัวอยาง 

และ %recovery อยูในชวงที่ยอมรับได และคา %CV ของ intra-variation assay และ inter-

variation assay มีคาอยูในชวง 1.82-12.50% และ 7.72-16.64% ตามลําดับ (ตารางที่ 4.18 และ 

4.19) คาที่ไดตํ่ากวาเกณฑที่กําหนดดไว ดังนั้นชุดตรวจสอบตนแบบสามารถวัดสาร                

นอรฟลอกซาซินในตัวอยางเนื้อไกไดอยางถูกตอง  
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 ตารางที่ 4.18 ผลการวิเคราะห intra-variation assay ในตัวอยางไขไก 

experiment  

number 

fortified  

concentration 

(ng/ml) 

intra-variation assay (n=12) 

measured  

concentration      

± SD (ng/ml) 

%recovery %CV 

คร้ังที่ 1 

5 5.85±0.05 116.97 2.66 

10 9.43±0.03 94.31 1.82 

25 20.43±0.03 81.72 3.67 

50 40.98±0.03 81.97 3.94 

100 98.57±0.01 98.57 3.25 

250 295.38±0.02 118.15 2.84 

คร้ังที่ 2 

5 5.75±0.04 114.99 2.64 

10 11.27±0.03 112.72 3.54 

25 20.23±0.03 80.91 3.79 

50 49.95±0.02 99.90 2.73 

100 118.71±0.04 118.71 8.32 

250 296.69±0.03 118.68 12.50 

 

คร้ังที่ 3 

 

5 4.50±0.01 90.00 9.87 

10 8.32±0.09 83.28 9.50 

25 20.33±0.02 81.30 2.96 

50 53.15±0.03 106.30 6.42 

100 114.12±0.02 114.12 4.97 

250 214.63±0.01 85.85 3.95 
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           ตารางที่ 4.18 ผลการวิเคราะห intra-variation assay ในตัวอยางไขไก(ตอ) 

 

คร้ังที่ 4 

5 5.91±0.04 118.12 3.92 

10 9.79±0.02 97.94 2.62 

25 28.50±0.03 113.98 4.33 

50 59.26±0.01 118.51 2.54 

100 113.95±0.04 113.94 8.46 

250 271.07±0.01 108.43 3.64 

 หมายเหตุ n คือ จํานวนซํ้าของตัวอยาง 

    

ตารางที่ 4.19 ผลการวิเคราะห inter-variation assay ในตัวอยางไขไก 

 

fortified  

concentration 

(ng/ml) 

inter-variation assay (N=4) 

measured conc.         

± SD (ng/ml) 
%recovery %CV 

5 5.50±0.14 110.05 11.79 

10 9.70±0.07 97.02 7.72 

25 22.37±0.10 89.49 12.31 

50 50.83±0.15 101.67 12.79 

100 111.34±0.14 111.34 9.94 

250 269.44±0.11 107.78 16.64 

  หมายเหตุ N คือ จํานวนคร้ังของการทดลอง โดยในแตละคร้ังของการทดลองจะทํา     

4 ซ้ํา 
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ตารางที่ 4.20 ผลการวิเคราะหสารนอรฟลอกซาซินในตัวอยาง 

ตัวอยาง %recovery 
%CV 

intra assay (n=12) 

%CV 

inter assay (N=4) 

เนื้อไก 86.28-109.68 2.95-15.31 9.20-19.88 

ไขไก 89.49-111.34 1.82-12.50 7.72-16.64 

 หมายเหตุ n คือ จํานวนซํ้าของตัวอยาง 

   N คือ จํานวนคร้ังของการทดลอง โดยในแตละคร้ังของการทดลองจะทํา 

4 ซ้ํา 

 

4.7 การเปรียบเทียบการวิเคราะหตัวอยางโดยใชชุดตรวจสอบ ELISA และเทคนิค HPLC 

4.7.1 ผลการเปรียบเทยีบการวิเคราะหตัวอยางโดยการใชชุดตรวจสอบตนแบบ 
และชุดตรวจสอบทางการคา 

ทําการเปรียบเทียบการวิเคราะหสารนอรฟลอกซาซินในตัวอยางโดยชุดตรวจสอบตนแบบ

ดวยวิธี direct competitive ELISA (Ag capture) และชุดตรวจสอบฟลูออโรควิโนโลนทางการคา

ของบริษัท EURO-DIAGNOSTICA เพื่อนําผลที่ไดมาประเมินความถูกตองและประสิทธิภาพของ

ชุดตรวจสอบตนแบบ โดยใชตัวอยางที่ผานการสกัดดวยวิธีเดียวกันทั้งหมดและทําการแบงตัว

อยางมาทดสอบตามข้ันตอนของชุดตรวจสอบทั้งสองแบบ  

นําตัวอยางเนื้อไกที่เติมนอรฟลอกซาซินใหมีความเขมขนสุดทายเทา 10, 20, 50, 100, 

200 และ 500 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร มาทดสอบดวยชุดตรวจสอบตนแบบและชุดตรวจสอบของ

บริษัท EURO-DIAGNOSTICA (รูปที่ ก.7 และ ก.8 ภาคผนวก ก) ไดผลการทดลองดังตารางที่ 

4.21 โดยเมื่อวัดปริมาณสารนอรฟลอกซาซินพบวาในตัวอยางเนื้อไกที่ไมมีการเติม 

สารนอรฟลอกซาซินลงไปสามารถตรวจวัดไดเทากับ 5.26 และ 1.19 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร 

จากชุดตรวจสอบตนแบบและชุดตรวจทางการคาของบริษัท EURO- DIAGNOSTICA ตามลําดับ

ท ั้งนี้อาจเนื่องมาจาก ในตัวอยางเนื้อไกมีสารนอรฟลอกซาซินตกคางอยูหรืออาจเกิดจาก 

ข้ันตอนในการสกัด ที่อาจมีผลทําใหองคประกอบที่อยูในเนื้อไก เชน โปรตีน ไขมัน หลุดออกมา 

หรืออาจเกิดจาก systematic error ในระบบของการตรวจวัดจึงสามารถคํานวณปริมาณ 

สารนอรฟลอกซาซินออกมาไดดังกลาวและเม่ือพิจารณาถึงปริมาณสารนอรฟลอกซาซินที่เติมใน 
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ความเขมขนตางๆกัน พบวา  ชุดตรวจสอบตนแบบสามารถวิเคราะหปริมาณออกมาได 

ใกลคียงกับที่เติมลงไป คา %recovery อยูในชวง 81.71-112.71% ซึ่งเปนคาที่ยอมรับได (80-

120%) สวนและชุดตรวจทางการคาของบริษัท EURO-DIAGNOSTICA จะมีคา %recovery 

บางคาที่ตํ่ากวาและมากกวาชวงที่ยอมรับได คือ ที่ความเขมขนสารนอรฟลอกซาซินเทากับ 200 

นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ไดผลการวิเคราะหเทากับ 144.78 มีคา %recovery อยูที่ 72.39% 

และที่ความเขมขนสารนอรฟลอกซาซินเทากับ 100 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ไดผลการวิเคราะห 

เทากับ 127.72 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร มีคา %recovery อยูที่ 127.72%  

ในตัวอยางไขไกที่เติมสารนอรฟลอกซาซินใหมีความเขมขนสุดทายเปน 5, 10, 25, 50, 

100 และ 250 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ผลการทดลองแสดงดังตารางที่ 4.22 ทั้งชุดตรวจสอบ 

ตนแบบและชุดตรวจทางการคาของบริษัท EURO- DIAGNOSTICA สามารถวิเคราะหปริมาณ 

ออกมาไดใกลคียงกับปริมาณที่เติมลงไปในตัวอยางแตจะมีเพียงหนึ่งคาที่วิเคราะหออกมาไดตํ่า 

กว า ป ริ ม าณที่ เ ติ ม ล ง ไป  คื อ  ใ น ตั ว อย า ง ที่ เ ติ ม ส า รนอ ร ฟ ลอกซ าซิ น เ ท า กั บ  100 

นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ไดผลการวิเคราะหเทากับ 61.43 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร มีคา %recovery 

อยูที่ 61.43% และในตัวอยางไขไกที่ไมมีการเติมสารนอรฟลอกซาซินลงไปสามารถตรวจได 2.15 

และ 1.58 นาโนกรัมตอมิลลิตร จากชุดตรวจสอบตนแบบและชุดตรวจสอบ EURO- 

DIAGNOSTICA ตามลําดับ ซึ่งปริมาณของสารนอรฟลอกซาซินที่ตรวจวัดไดนั้น อาจมีสาเหตุมา

จากการสกัดเชนเดียวกันกับในตัวอยางเนื้อไก แตในตัวอยางไขไกมีความเขมขนของตัวทําละลาย 

คือ เมทานอล 40% นอยกวาในตัวอยางเนื้อไกที่ใชเมทานอลเปนตัวทําละลายถึง 80% ทําใหได

ปริมาณของสารนอรฟลอกซาซินในตัวอยางที่ไมไดเติมสารนอรฟลอกซาซินลงไปมีคาตํ่ากวา 

เมื่อพิจารณาโดยรวมแลวชุดตรวจสอบทั้งสองแบบสามารถตรวจวัดปริมาณสาร  

นอรฟลอกซาซินไดใกลเคียงกับปริมาณที่เติมลงในตัวอยางทั้งในเนื้อไกและไขไกจากนั้นนําผลการ

วิเคราะหตัวอยางไปวาดกราฟโดยใหแกน X เปนความเขมขนของสารนอรฟลอกซาซินที่วิเคราะห

จากชุดตรวจสอบตนแบบ และแกน Y เปนความเขมขนของสารนอรฟลอกซาซินที่วิเคราะหจากชุด

ตรวจสอบ EURO- DIAGNOSTICA ดังแสดงในรูปที่ 4.11 คํานวณคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ 

(correlation coefficient, r) จากกราฟของตัวอยางเนื้อไก และไขไก ไดเทากับ 0.9818 และ 

0.9968 ตามลําดับ ซึ่งคา r เปนคาที่แสดงถึงความสัมพันธของผลการทดสอบท่ีไดจากชุด

ตรวจสอบตนแบบ และชุดตรวจสอบ EURO- DIAGNOSTICA ซึ่งจะตองมีคามากกวา 0.85  

จึงจะถือวามีความสัมพันธไปในทิศทางเดียวกันสูง (Saita และคณะ, 2003) จากการวิเคราะห

ตัวอยางทั้งหมดใหคา r มากกวา 0.85 แสดงใหเห็นวาผลการวิเคราะหที่ไดชุดตรวจสอบตนแบบ 
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กับชุดตรวจสอบ EURO- DIAGNOSTICA ใหผลที่สอดคลองและใกลเคียงกัน แตเนื่องจากชุด

ตรวจสอบตนแบบที่เตรียมข้ึนมา มีการเกิดปฏิกิริยาขามกับสารในกลุมควิโนโลนและฟลูออโรควิ-

โนโลน ดังนั้น ถามีการตกคางของสารในกลุมควิโนโลนและฟลูออโรควิโนโลนในตัวอยาง

จะไมสามารถบอกไดอยางเจาะจงวาเปนสารชนิดใด 
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ตารางที่ 4.21 ผลการเปรียบเทียบการวิเคราะหตัวอยางเนื้อไกดวยชุดตรวจสอบตนแบบและชุดตรวจสอบฟลูออโรควิโนโลนของบริษัท EURO-

DIAGNOSTICA  

 

Fortified  

concentration 

(ng/ml) 

ชุดตรวจสอบตนแบบ (n=3) ชุดตรวจสอบฟลูออโรควิโนโลน EURO-DIAGNOSTICA(n=2) 

A450 
measured concentration 

± SD (ng/ml) 
%recovery A450 

average concentration 

 (ng/ml) 
%recovery 

0 1.417 5.26±0.03 - 1.312 1.19 - 

10 1,241 10.40±0.03 104.03 1.032 8.14 81.36 

20 1.128 16.14±0.02 80.71 0.724 19.62 98.10 

50 0.807 56.25±0.04 112.49 0.395 50.09 100.19 

100 0.669 96.34±0.03 96.34 0.067 127..72 127..72 

200 0.450 225.42±0.04 112.71 0.830 144.78 72.39 

500 0.275 445.52±0.01 89.10 0.427 457.89 91.58 

หมายเหตุ n        คือ จํานวนซ้ําของตัวอยาง 
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ตารางที่ 4.22 ผลการเปรียบเทียบการวิเคราะหตัวอยางไขไกดวยชุดตรวจสอบตนแบบและชุดตรวจสอบฟลูออโรควิโนโลนของบริษัท EURO-

DIAGNOSTICA  

 

Fortified  

concentration 

(ng/ml) 

ชุดตรวจสอบตนแบบ (n=3) ชุดตรวจสอบฟลูออโรควิโนโลน EURO-DIAGNOSTICA (n=2) 

A450 
measured concentration 

± SD (ng/ml) 
%recovery A450 

average concentration 

 (ng/ml) 
%recovery 

0 1.395 2.15±0.06 - 1.623 1.58 - 

5 1.252 4.29±0.02 85.85 1.142 5.95 119.04 

10 1.119 8.14±0.03 81.39 0.967 9.79 97.93 

25 0.923 20.97±0.04 83.90 0.595 28.31 113.24 

50 0.764 45.16±0.01 90.31 0.404 48.89 97.79 

100 0.638 82.77±0.02 82.77 0.324 61.43 61.43 

250 0.391 272.37±0.01 108.94 0.632 254.74 101.89 

หมายเหตุ n        คือ จํานวนซ้ําของตัวอยาง 
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รูปที่ 4.11 กราฟแสดงความสัมพันธของการวิเคราะหสารนอรฟลอกซาซินที่เติมลงใน

ตัวอยางเนื้อไก และไขไก ที่ไดจากชุดตรวจสอบตนแบบ และชุดตรวจสอบฟลูออโรควิโนโลนของ

บริษัท EURO-DIANOSTICA 

 
4.7.2 การเปรียบเทียบผลการวิเคราะหตัวอยางดวยชุดตรวจสอบตนแบบและ

เทคนิค HPLC 
ในการเปรียบเทียบผลการวิเคราะหระหวางชุดตรวจสอบตนแบบที่เตรียมไดดวยวิธี direct 

competitive ELISA (Ag captured) กับเทคนิค HPLC เนื่องจากเทคนิค HPLC เปนเทคนิคทาง

เคมี ที่มีความถูกตองและแมนยําสูง และเพื่อตรวจสอบความถูกตองของผลการวิเคราะหที่ไดจาก

ชุดตรวจสอบตนแบบที่ไดจากงานวิจัยนี้ จึงทําการวิเคราะหโดยใชตัวอยางเดียวกันแลวแบง

วิเคราะหทั้ง 2 วิธี โดยทําการเตรียมความเขมขนของสารนอรฟลอกซาซินตัวอยางที่ใชในการ

วิเคราะหเทากับ 0, 1, 5, 10,  และ 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เทียบกับกราฟมาตรฐานของวิธี 

HPLC (รูปที่ ก.9 และ ก.10 ภาคผนวก ก) จะเห็นวาความเขมขนของสารนอรฟลอกซาซินที่นําใช

ในการทดลองนี้ มีคาสูงกวาเมื่อเปรียบเทียบกับชุดตรวจสอบตนแบบและชุดตรวจสอบฟลูออโรควิ-

โนโลนของบริษัท EURO-DIAGNOSTICA มาก ทั้งนี้เนื่องมาจากในการวิเคราะหดวยเทคนิค 

HPLC นี้ มีความสามารถในการตรวจวัดสารนอรฟลอกซาซินไดตํ่าที่สุด เทากับ 1 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร ซึ่งถือวาเปนปริมาณที่สูงมากเมื่อเทียบกับการทดลองที่ไดรับการตีพิมพอ่ืนๆ ซึ่งอาจเกิด 

  ตัวอยางไขไก 
 ตัวอยางเนื้อไก 
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จากความแตกตางและประสิทธิภาพของเคร่ืองมือแตละเคร่ือง จึงทําใหวัดคาตํ่าสุดไดแตกตางกัน 

จึงเลือกความเขมขนของสารนอรฟลอกซาซินดังที่กลาวมาในขางตน ใชในการเปรียบเทียบระหวาง

ชุดตรวจสอบตนแบบกับเทคนิค HPLC  

ในการวิเคราะหดวยเทคนิค HPLC สารนอรฟลอกซาซินจะออกจากคอลัมนเมื่อ มี 

%acetonitrie ในสารละลายตัวพาประมาณ 15% เมื่อเพิ่ม % acetonitrie จาก 5%-25% 

ภายในเวลา 20 นาทีสารจึงออกมาที่เวลาประมาณ 10 นาที จากนั้นจึงทําการวิเคราะหในตัวอยาง 

เนื้อไก พบวา สารนอรฟลอกซาซินออกจากคอลัมนที่เวลาประมาณ 10 นาที และไมมีสารอ่ืนๆ 

เจือปนออกมาแต ในตัวอยางไข ไกจะพบวามีสารชนิด อ่ืนออกมาที่ เ วลาใกล คียงกับ 

เวลาของสารนอรฟลอกซาซิน ทําใหทั้งสองพีคอยูใกลกันมากและมีบางสวนซอนทับกัน จึงทําการ 

ปรับเวลาการเพิ่ม %acetonitrie จาก 20 นาทีเปน 30 นาที จาก 10-22% ทําใหสาร 

นอรฟลอกซาซินจะออกจากคอลัมนที่เวลาประมาณ 15 นาที และสารอีกชนิดออกมาที่ 

เวลาประมาณ 10 นาที จึงสามารถแยกพีคทั้งสองออกมาจากกันได 

เมื่อเปรียบเทียบผลการวิ เคราะหที่ ไดจากเทคนิคทั้งสอง  พบวาปริมาณของสาร           

นอรฟลอกซาซินที่วิเคราะหไดใหคาใกลเคียงกันกับปริมาณของสารนอรฟลอกซาซินที่เติมลงไป ใน

ทุกตัวอยางที่นํามาทดสอบ และ %recovery ที่ไดทั้งชุดตรวจสอบตนแบบ และเทคนิค HPLC ได

ไมเกินกวาคาที่กําหนด ดังแสดงในตารางที่ 4.23-4.24 และนําผลการวิเคราะหจากตัวอยางเนื้อไก 

และไขไก ที่ไดจากชุดตรวจสอบกับเทคนิค HPLC ไปเขียนกราฟ โดยใหแกน X เปนความเขมขน

ของสารนอรฟลอกซาซินที่วิเคราะหจากชุดตรวจสอบตนแบบ และแกน Y เปนความเขมขนของสาร

นอรฟลอกซาซินที่วิเคราะหจากเทคนิค HPLC ดังแสดงในรูปที่ 4.12 ในตัวอยางเนื้อไก และไขไก 

คํานวณคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ (correlation coefficient, r) ไดเทากับ 0.9958 และ 0.9999 

ตามลําดับ ในการวิเคราะหตัวอยางทั้งหมดใหคา r มากกวา 0.85 แสดงวาผลการวิเคราะหที่ได

จากชุดตรวจสอบตนแบบกับเทคนิค HPLC ใหผลที่สอดคลองกัน แตเม่ือเปรียบเทียบปริมาณสาร

นอรฟลอกซาซินที่นอยที่สุดที่สามารถครวจวัดไดจากทั้ง 2 วิธีพบวา ชุดตรวจสอบตนแบบ 

สามารถตรวจวัดไดในปริมาณที่ตํ่ากวาถึง 1,000 เทา ดังนั้นชุดตรวจสอบตนแบบที่ไดเม่ือเทียบกับ

เทคนิค HPLC มีความสามารถในการวิเคราะหตัวอยางเนื้อไก และไขไก ไดอยางถูกตอง มี

ประสิทธิภาพและมีความไวกวา 
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ตารางที่ 4.23 ผลการเปรียบเทียบการวิเคราะหตัวอยางเนื้อไก ดวยชุดตรวจสอบตนแบบ และเทคนิค HPLC  

fortified  

concentration 

(μg/ml) 

ชุดตรวจสอบตนแบบของงานวิจัยนี ้(n=3) เทคนิค HPLC (n=3) 

measured concentration  

± SD (ng/ml) 
%recovery 

measured concentration  

± SD (ng/ml) 
%recovery 

0 0.28± 0.01 - 0.000 - 

1 1.17± 0.02 116.58 1.09± 5.39 109.31 

5 4.82± 0.09 96.55 5.53± 6.48 110.59 

10 11.09± 0.04 110.94 8.00± 18.44 80.08 

50 49.58± 0.06 97.93 44.50± 45.13 89.00 
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ตารางที่ 4.24 ผลการเปรียบเทียบการวิเคราะหตัวอยางไขไกดวยชุดตรวจสอบตนแบบและเทคนิค HPLC  

 

fortified  

concentration 

(ng/ml) 

ชุดตรวจสอบตนแบบของงานวิจัยนี ้(n=3) เทคนิค HPLC (n=3) 

measured concentration  

± SD (ng/ml) 
%recovery 

measured concentration 

± SD (ng/ml) 
%recovery 

0 0.60± 0.02 - 0.000 - 

1 0.83± 0.02 82.77 1.17± 8.12 116.96 

5 4.83± 0.01 96.55 5.68± 10.43 113.67 

10 10.52± 0.03 105.21 8.90± 14.74 89.04 

50 46.79± 0.01 83.94 53.54± 16.13 107.09 

หมายเหตุ n  คือ  จํานวนซ้ําของตัวอยาง 
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รูปที่ 4.12 กราฟแสดงความสัมพันธของการวิเคราะหสารนอรฟลอกซาซินที่เติม

ลงในตัวอยางเนื้อไก และไขไก ที่ไดจากชุดตรวจสอบตนแบบ และเทคนิค HPLC 

 

เมื่อเปรียบเทียบชุดตรวจสอบตนแบบที่ไดกับชุดตรวจสอบที่ไดมีรายงานไว พบวา ชุด

ตรวจสอบที่ไดรับการพัฒนาข้ึนจาก Kato และคณะ ในป 2007 มีคา LOD เทากับ 0.7 นาโนกรัม

ตอมิลลิลิตร ซึ่งใกลเคียงกับชุดตรวจสอบตนแบบ และมีปฏิกิริยาขามกับสารอ่ืนๆ ในกลุมควิโนโลน

และฟลูออโรควิโนโลนเชนเดียวกัน 

จากประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบตนแบบ direct competitive ELISA (Ag captured) ที่

ได สามารถตรวจวัดปริมาณสารนอรฟลอกซาซินที่มีปริมาณต่ํากวาปริมาณสูงสุดที่กําหนดให

ตกคางไดในผลิตภัณฑจากสัตว มีข้ันตอนการวิเคราะหงายสะดวก และใชเวลาในการตรวจวัดนอย

ตรวจวัดไดคร้ังละหลายๆ ตัวอยางพรอมกัน โดยตรวจวัดสารนอรฟลอกซาซินไดทั้งในตัวอยางเนื้อ

ไก และไขไก รวมทั้งใหผลการตรวจวัดที่ใกลเคียงกับชุดตรวจสอบที่มีจําหนาย และมีความไว

มากกวาเทคนิค HPLC ชุดตรวจสอบตนแบบที่ไดจากการวิจัยนี้ จึงสามารถนําไปใชวิเคราะหหา

ปริมาณสารนอรฟลอกซาซินในตัวอยางเพื่อตรวจวัดหาการตกคางไดอยางมีประสิทธิภาพ 

 

  ตัวอยางไขไก 
 ตัวอยางเนื้อไก 
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บทที่ 5 

 

สรุปผลการวจิัยและขอเสนอแนะ 

นําเซลลไฮบริโดรมา nor#155 ที่ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอสารนอรฟลอกซาซินมา

ทําการเล้ียงเพื่อเพิ่มปริมาณแอนติบอดีและนําอาหารเล้ียงเซลลที่ไดไปทดสอบดวยวิธี Indirect 

ELISA พบวาเซลลไฮบริโดรมาสามารถสรางแอนติบอดีตอสารนอรฟลอกซาซินได จากนั้นนํา

แอนติบอดีที่ไดทําใหบริสุทธิ์โดยการผานคอลัมน protein A sepharose ซึ่งเปนการแยกแบบ 

affinity chromatography เมื่อคํานวณหาคาเปอรเซ็นตความบริสุทธิ์ เปรียบเทียบกับปริมาณ

โปรตีน แอนติบอดีที่ผานคอลัมน protein A มีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึนจาก 0.80 เปอรเซ็นต เปน 

61.23 เปอรเซ็นต และเม่ือนํามาตรวจสอบความบริสุทธิ์และมวลโมเลกุลของแอนติบอดีที่ไดจากการ

ทํา SDS-PAGE พบวาแอนติบอดี จะใหนํ้าหนักโมเลกุลของ heavy chain  และ light chain  ขนาด 

60.66 และ 27.35 กิโลดาลตัน ตามลําดับ จากนั้นจึงนํามาใชในการศึกษาและพัฒนาชุดตรวจสาร

นอรฟลอกซาซินตอไป 

สําหรับการเปรียบเทียบชุดตรวจสารนอรฟลอกซาซินดวยวิธี ELISA ทั้ง 3 แบบ คือ direct 

competitive ELISA (Ag captured) indirect competitive ELISA (Ab captured) และ direct 

competitive ELISA (Ab captured) พบวาชุดตรวจสอบที่ใหความไวมากที่สุดคือชุดตรวจสอบ

แบบ direct competitive ELISA (Ag captured) โดยมีคา IC50 และ LOD เทากับ  8.28 และ 1.01 

นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ รองลงมาคือ indirect competitive ELISA (Ab captured) ให

คา IC50 และ LOD เทากับ  8.24 และ 2.65 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ และชุดตรวจสอบที่มี

ความไวนอยที่สุด คือ ชุดตรวจสอบแบบ direct competitive ELISA (Ab captured) ใหคา IC50 

และ LOD เทากับ 27.25 และ 2.00 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ จึงเลือกชุดตรวจสอบแบบ 

direct competitive ELISA (Ag captured) ซึ่งมีความไวสูงที่สุดมาพัฒนาเปนชุดตรวจสอบ

ตนแบบ  

โดยชุดตรวจสอบตนแบบนี้สามารถตรวจสารนอรฟลอกซาซินไดในชวงความเขมขน        

1 – 50  นาโนกรัมตอมิลลิลิตร โดยใชแอนติบอดีเคลือบหลุมที่ความเขมขน 1 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร และสารนอรฟลอกซาซินที่เชื่อมตอกับ HRP เจือจาง 1:200,000 เทา อุณหภูมิและเวลาที่

เหมาะสมในการบม คืออุณหภูมิหองเปนเวลา 1 ชั่วโมง และชุดตรวจมีความไวในการตรวจวัด

ความเขมขนของสารนอรฟลอกซาซินตํ่าที่สุดเทากับ 1.01 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร และสามารถ
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ตรวจวัดสารนอรฟลอกซาซินไดอยางถูกตองที่ความเขมขน 3.21 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ไมทํา

ปฎิกิริยาขามกับสารนอกกลุมควิโนโลนและฟลูออโรควิโนโลน แตทําปฎิกิริยาขามกับสารในกลุม

ควิโนโลนและฟลูออโรควิโนโลนทุกตัวที่นํามาทดสอบทําใหชุดตรวจสอบตนแบบเหมาะแกการ

นําไปใชในการตรวจวัดสารในกลุมควิโนโลนและฟลูออโรควิโนโลนได เมื่อทดสอบความแมนยํา

ของชุดตรวจสอบโดยคํานวณจากคารอยละของสัมประสิทธิ์ความแปรปรวนของ intra-variation 

assay และ inter-variation assay อยูในชวง 4.286-9.317% และ 5.268–11.101% ตามลําดับ ซึ่ง

อยูในชวงที่ยอมรับได 

จากการนําชุดตรวจสอบตนแบบไปวิเคราะหสารนอรฟลอกซาซินในตัวอยางตางๆ คือ 

เนื้อไก และไขไก จะตองมีการเตรียมตัวอยางใหเหมาะสมกับชุดตรวจสอบตนแบบ ซึ่งวิธีการใน

การเตรียมตัวอยางแตละตัวอยางมีความแตกตางกันทั้งนี้ ข้ึนอยูกับชนิดของตัวอยางที่นํามา

ทดสอบ โดยตัวทําละลายที่เหมาะสมในการสกัดตัวอยางจากเนื้อไก คือ เมทานอลกับ PBS 

อัตราสวน 80:20 ปริมาตรตอปริมาตร สวนในการสกัดตัวอยางจากไขไก คือ เมทานอลกับ PBS 

อัตราสวน 40:60 ปริมาตรตอปริมาตร คํานวณปริมาณที่ตรวจวัดได เทียบกับกราฟมาตรฐานแลว

คํานวณหาคา %recovery และ %CV ของ intra และ inter-variation assay ในตัวอยางทั้ง 2 ชนิด 

พบวามีคาอยูในชวงที่ยอมรับได  

ในการนําชุดตรวจสอบตนแบบที่เตรียมไดวัดปริมาณสารนอรฟลอกซาซินในตัวอยาง

เนื้อไก และไขไก เปรียบเทียบกับชุดตรวจสอบทางการคาของบริษัท EURO-DIAGNOSTICA และ

เทคนิค HPLC พบวาทั้ง 3 วิธีสามารถใชวิเคราะหหาปริมาณสารนอรฟลอกซาซินไดถูกตอง

ใกลเคียงกัน ชุดตรวจสอบสารนอรฟลอกซาซิน direct competitive ELISA (Ag captured) 

ตนแบบที่ไดมีความสามารถในการตรวจวัดสารนอรฟลอกซาซินไดอยางมีประสิทธิภาพ ให

ความถูกตองและความแมนยําสูง ใชข้ันตอนและเวลาในการทดสอบสั้น สะดวกตอการใชงาน  

แตอยางไรก็ตามยังตองทําการศึกษาในหลายๆดานหากจะนําไปพัฒนาในเชิงการคา คือ 

ศึกษาการเคลือบแอนติบอดีตอสารนอรฟลอกซาซินบนจานชนิด 96 หลุม อายุการใชงานของชุด

ตรวจสอบ การเตรียมเอนไซมและสับสเตรตที่พรอมใชงานไดทันที เพื่อใหไดชุดตรวจสอบ

สารนอรฟลอกซาซินที่สามารถผลิตจําหนายไดในประเทศ ซึ่งชวยลดการนําเขาชุดตรวจสอบจาก

ตางประเทศตอไป 
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ภาคผนวก ก 
 

 ตารางที่ ก1. คาการดูดกลืนแสงที่ 280 และ 492 นาโนเมตรของการทําแอนติบอดีให 

บริสุทธิ์ โดยใช protein A affinity column chromatography   

ตัวอยาง fraction number OD280 OD492 

แอนติบอดี 

หลังการทาํใหบริสุทธิ ์

1 0.256 0.093 

3 0.247 0.088 

5 0.235 0.086 

7 0.206 0.088 

9 0.211 0.180 

11 0.871 2.739 

13 1.426 2.839 

15 1.717 2.806 

17 1.649 2.783 

19 0.994 2.707 

21 0.306 1.992 

25 0.114 0.759 

27 0.118 0.256 

30 0.009 0.169 

อาหารเล้ียงเซลลที่ผาน 

คอลัมน protein A 
- - 2.706 

สวนที่ไมจับกบัคอลัมน 

protein A 
- - 0.229 
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รูปที่ ก.1 กราฟของโปรตีนมาตรฐาน BSA โดยวิธี BCA 

 

 
รูปที่ ก.2 กราฟของการวัดปริมาณแอนติบอดีโดยวิธี indirect ELISA 
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 รูปที่ ก.3 กราฟแสดงความสัมพนัธระหวางคา Rf กับน้ําหนกัโมเลกลุ (กิโลดาลตัน) ของ

โปรตีนมาฐานที่ใชในการเทยีบหาน้าํหนักโมเลกุลของแอนติบอดีหลังจากทําใหบริสุทธิ์ดวยเทคนคิ 

SDS-PAGE  
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 ตารางที่ ก.2 ผลการทดสอบความไวของแอนติบอดีตอสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระ

ดวยวิธี direct competitive ELISA (Ag captured) 

norfloxacin 

concentration  

(ng/ml) 

OD450 

nor-HRP 1:50,000 

Ab 0.5 μg/ml 

nor-HRP 1:200,000 

Ab 1 μg/ml 

nor-HRP 1:300,000 

Ab 1 μg/ml 

0 1.992 1.345 1.210 

0.001 1.896 1.366 1.192 

0.002 1.940 1.311 1.225 

0.005 1.945 1.303 1.177 

0.01 1.945 1.325 1.172 

0.02 1.900 1.295 1.254 

0.05 1.942 1.288 1.207 

0.1 1.921 1.324 1.206 

0.2 1.936 1.337 1.249 

0.5 1.888 1.283 1.163 

1 1.853 1.244 1.121 

2 1.738 1.136 1.062 

5 1.535 0.957 0.841 

10 1.243 0.744 0.670 

20 0.803 0.471 0.433 

50 0.496 0.264 0.227 

100 0.263 0.147 0.136 

200 0.119 0.078 0.069 

500 0.070 0.053 0.050 

1000 0.057 0.047 0.046 
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 ตารางที่ ก.3 ผลการทดสอบความไวของแอนติบอดีตอสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระ

ดวยวิธี indirect competitive ELISA (Ab captured) 

norfloxacin 

concentration 

(ng/ml) 

OD450 

Ab 4 μg/ml 

nor-BSA 0.0312 μg/ml 

Ab 15 μg/ml 

nor-BSA 0.0156 μg/ml 

Ab 20 μg/ml 

nor-BSA 0.0156 μg/ml 

0 1.292 1.013 1.210 

0.001 1.198 0.739 0.636 

0.002 1.129 0.556 0.554 

0.005 1.119 0.340 0.425 

0.01 1.111 0.456 0.392  

0.02 0.996 0.248 0.624 

0.05 1.054 0.452 0.676 

0.1 0.868 0.338 0.422 

0.2 1.029 0.266 0.521 

0.5 1.049 0.386 0.518 

1 0.603 0.363 0.295 

2 0.819 0.160 0.357 

5 0.758 0.267 0.328 

10 0.603 0.182 0.275 

20 0.548 0.251 0.225 

50 0.396 0.225 0.236 

100 0.196 0.189 0.252 

200 0.140 0.287 0.159 

500 0.119 0.272 0.162 

1000 0.148 0.289 0.252 
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 ตารางที่ ก.4 ผลการทดสอบความไวของแอนติบอดีตอสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระ

ดวยวิธี direct competitive ELISA (Ab captured) 

norfloxacin 

concentration 

(ng/ml) 

OD450 

nor-BSA 0.0156 μg/ml 

Ab-biotin 1:8,000 

nor-BSA 0.0312 μg/ml 

Ab-biotin 1:16,000 

0 1.821 2.075 

0.001 1.845 1.939 

0.002 1.850 1.928 

0.005 1.838 2.053 

0.01 1.478 2.055 

0.02 1.804 1.982 

0.05 1.825 1.958 

0.1 1.650 1.997 

0.2 1.635 1.836 

0.5 1.565 1.761 

1 1.340 1.587 

2 1.153 1.271 

5 1.156 0.815 

10 0.438 0.453 

20 0.263 0.206 

50 0.165 0.111 

100 0.130 0.088 

200 0.106 0.076 

500 0.105 0.069 

1000 0.120 0.077 
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 ตารางที่ ก.5 ผลการหาความเขมขนของสารนอรฟลอกซาซินเหมาะสมสําหรับสรางกราฟ

มาตรฐาน  

ความเขมขนของสารนอรฟลอกซาซิน 

(นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) 

คาการดูดกลืนแสงที ่

ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร 

0 1.342 1.346 1.347 

0.001 1.331 1.333 1.328 

0.002 1.322 1.339 1.371 

0.005 1.316 1.275 1.295 

0.01 1.370 1.310 1.345 

0.02 1.351 1.319 1.325 

0.05 1.248 1.313 1.373 

0.1 1.396 1.343 1.333 

0.2 1.374 1.322 1.315 

0.5 1.258 1.294 1.298 

1 1.203 1.245 1.285 

2 1.153 1.115 1.141 

5 0.968 0.947 0.955 

10 0.709 0.736 0.786 

20 0.481 0.466 0.467 

50 0.257 0.264 0.272 

100 0.152 0.154 0.145 

200 0.077 0.075 0.081 

500 0.052 0.054 0.052 

1000 0.046 0.047 0.047 
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ตารางที่  ก .6 ผลจากการแปรเวลาและอุณหภูมิที่ ใชในการบมแอนติบอดีกับสาร          

นอรฟลอกซาซินที่เช่ือมตอกับ HRP และสารนอรฟลอกซาซินในรูปอิสระของชุดตรวจสอบตนแบบ 

direct competitive ELISA (Ag captured) 

ความเขมขนของ 

สารนอรฟลอกซาซิน 

(นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) 

คาการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร 

RT 1 hr 370C 1 hr RT 2 hr 370C 2 hr 

0 1.179 1.251 1.428 1.265 

1 1.343 1.224 1.498 1.361 

2 1.224 1.109 1.299 1.238 

5 1.072 1.042 1.044 1.195 

10 0.966 0.753 1.002 1.084 

20 0.515 0.418 0.723 0.855 

50 0.287 0.292 0.361 0.461 

 

 

 
 รูปที่ ก.4 กราฟมาตรฐานที่ใชในการคํานวณความไวของชุดตรวจสอบตนแบบ 
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 ตารางที่ ก.7 ผลการหาคา intra-variation assay ของชุดตรวจสอบตนแบบ 

จํานวนซํ้าที ่

คาการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร 

ความเขมขนของสารนอรฟลอกซาซิน (นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) 

0 1 2 5 10 20 50 

1 1.37 0.932 0.999 0.946 0.555 0.438 0.239 

2 1.306 1.317 1.119 0.853 0.639 0.422 0.235 

3 1.289 1.122 1.015 0.911 0.630 0.451 0.191 

4 1.191 1.148 1.063 0.908 0.656 0.404 0.245 

5 1.289 1.16 1.063 0.875 0.682 0.458 0.248 

6 1.284 1.137 1.018 0.892 0.709 0.461 0.253 

7 1.263 1.228 1.032 0.925 0.634 0.510 0.261 

8 1.156 1.201 1.095 0.927 0.670 0.462 0.257 

9 1.26 1.106 1.048 0.792 0.699 0.514 0.251 

10 1.295 1.102 0.991 0.785 0.717 0.446 0.22 

11 1.269 1.078 1.000 0.838 0.537 0.454 0.261 

12 1.252 1.083 0.963 0.841 0.731 0.435 0.282 
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 ตารางที่ ก.8 ผลการหาคา inter-variation assay ของชุดตรวจสอบตนแบบ 

ความเขมขนของ 

สารนอรฟลอกซาซิน 

(นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) 

คาการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร 

จํานวนซํ้าที ่

1 2 3 4 

0 1.269 1.254 1.207 1.159 

1 1.135 1.197 1.099 1.016 

2 1.034 1.067 0.933 0.966 

5 0.874 0.929 0.819 0.739 

10 0.655 0.641 0.534 0.578 

20 0.455 0.439 0.379 0.420 

50 0.245 0.254 0.219 0.254 

 

 ตารางที่ ก.9 ผลการศึกษาผลกระทบของตัวทําละลายตอชุดตรวจสอบตนแบบ 

ความเขมขนของ 

สารนอรฟลอกซาซิน 

(นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) 

คาการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร 

เตรียมสารดวย PBS 
เตรียมสารดวย 

80%เมทานอล 

0 1.258 1.404 

1 1.278 1.353 

2 1.032 1.261 

5 0.945 1.044 

10 0.591 0.793 

20 0.544 0.524 

50 0.236 0.266 
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  ตารางที่ ก.10 ผลการศึกษาผลกระทบของแมทริกตอชุดตรวจสอบตนแบบ 

ความเขมขนของ 

สารนอรฟลอกซาซิน 

(นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) 

คาการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร 

สกัดผานตัวอยางเนื้อไก สกัดไมผานตัวอยางเนื้อไก 

0 1.421 1.324 

10 1.354 1.320 

20 1.083 1.112 

50 0.913 0.860 

100 0.612 0.643 

200 0.476 0.401 

500 0.217 0.214 

 

 

 
 รูปที่ ก.5 กราฟมาตรฐานของชุดตรวจสอบที่เตรียมไดโดยวิธี direct competitive ELISA 

(Ag captured) ที่ใชในการคํานวณหาคาความเขมขนของสารนอรฟลอกซาซินในตัวอยางเนื้อไก 
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 รูปที่ ก.6 กราฟมาตรฐานของชุดตรวจสอบที่เตรียมไดโดยวิธี direct competitive ELISA 

(Ag captured) ที่ใชในการคํานวณหาคาความเขมขนของสารนอรฟลอกซาซินในตัวอยางไขไก 

 

 
รูปที่ ก.7 กราฟมาตรฐานของชุดตรวจสอบตนแบบที่ใชในการคํานวณหาคาความเขมขน

ของสารนอรฟลอกซาซินในตัวอยางเพื่อเปรียบเทียบกบัชุดตรวจสอบฟลูออโรควิโนโลนที่มวีาง

จําหนาย (EURO-DIAGNOTICA) 
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รูปที่ ก.8 กราฟมาตรฐานของชุดตรวจสอบฟลูออโรควิโนโลนท่ีมีวางจําหนาย (EURO-

DIAGNOTICA) ที่ใชในการคํานวณหาคาความเขมขนของสารนอรฟลอกซาซินในตัวอยาง

เพื่อเปรียบเทียบกับชุดตรวจสอบตนแบบ 

 
รูปที่ ก.9 กราฟมาตรฐานของสารนอรฟลอกซาซินความเขมขน 0-50 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร สําหรับการคํานวณหาคาความเขมขนของสารนอรฟลอกซาซินในตัวอยางเนื้อไก ดวยวธิ ี

HPLC 
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รูปที่ ก.10 กราฟมาตรฐานของสารนอรฟลอกซาซินความเขมขน 0-50 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร สําหรับการคํานวณหาคาความเขมขนของสารนอรฟลอกซาซินในตัวอยางไขไก ดวยวิธ ี

HPLC 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



117 

 

 

รูปที่ ก.11 โครมาโตแกรมของสารนอรฟลอกซาซนิความเขมขน 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ใชสําหรับตัวอยางเนื้อไกที่ไดจากเทคนิค HPLC  
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รูปที่ ก.12 โครมาโตแกรมของตัวอยางเนื้อไกที่เติมสารนอรฟลอกซาซินใหมีความเขมขนสุดทาย 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ที่ไดจากเทคนิค HPLC 
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รูปที่ ก.13 โครมาโตแกรมของสารนอรฟลอกซาซนิความเขมขน 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ใชสําหรับตัวอยางไขไกที่ไดจากเทคนิค HPLC 
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รูปที่ ก.14 โครมาโตแกรมของตัวอยางไขไกที่เติมสารนอรฟลอกซาซินใหมีความเขมขนสุดทาย 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ที่ไดจากเทคนิค HPLC 
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ภาคผนวก ข 
 

การเตรียมสาร 

1. การเตรียมอาหารเล้ียงเซลล RPMI 1640 

     ชัง่  RPMI 1640   10.4 กรัม 

  NaHCO3   2 กรัม 

  L-glutamin   0.1 กรัม 

  Glucose   2 กรัม 

  Pyruvic acid   0.11 กรัม 

  น้ํากล่ัน    1 ลิตร 

ละลายสารทุกอยางในน้าํกล่ัน ผสมใหเขากัน แลวนาํไปกรองผานกระดาษกรอง แบงใสขวดๆละ 

100 มิลลิลิตร แลวเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

 

2. การเตรียมน้ํายาเก็บเซลลอยางถาวรในสภาวะแชแข็ง (Freezing medium) 

 อาหารเล้ียงเซลล RPMI 1640 70 มิลลิลิตร 

 Fetal bovine serum  20 มิลลิลิตร 

 Dimethyl sulfoxide ( DMSO ) 10 มิลลิลิตร 

 ผสมใหเขากนั แลวนาํไปแชที่อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซยีส (ขณะที่ใชงานควรแชในน้าํแข็ง) 
 
3. การเตรียมสารละลายที่ใชวิเคราะห BCA protein assay  

สารละลายโปรตีนมาตรฐาน 

 Bovine serum albumin (BSA) 1 มิลลิกรัม 

 น้ํากล่ัน    1 มิลลิลิตร 

นํามาเจือจางที่ความเขมขนตางๆ กอนนําไปวิเคราะห BCA protein assay เพื่อทํากราฟ

มาตรฐาน 

BCATM  Reagent  A และ BCATM Reagent  B  (BCATM Protein Assay  Kit ของบริษัท PIERCE) 

กอนใชผสม Reagent A: B ในอัตราสวน 50:1 
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4. การเตรียมสารละลายสําหรับการเชื่อมนอรฟลอกซาซินกับ BSA และ HRP 

0.05 M Carbonate buffer, pH 9.6 

Na2CO3  1.59 กรัม 

NaHCO3  2.93 กรัม 

น้ํากล่ัน   800  มิลลิลิตร 

ปรับ pH ใหได 9.6 ดวย 3M NaCl หรือ 3M HCL และเติมน้ํากล่ันใหครบ 1 ลิตร 

 

5. การเตรียมสารละลาย สําหรับใชในการทําแอนติบอดีใหบริสุทธิ ์

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 19.21 กรัม ละลายดวยน้าํกล่ัน  1000  มิลลิลิตร 

Na2HPO4 14.19 กรัม ละลายดวยน้าํกล่ัน  1000  มิลลิลิตร 

ไตเตรต citric acid ดวย Na2HPO4 จนได pH 6   4.5   3.5   และ 3.0 แลวจึงนําไปกรองผาน   

กระดาษกรอง 

3. 0.1 M  Phosphate buffer, pH 8  

ชั่ง  NaH2PO4    13.8 กรัม ละลายดวยน้าํกล่ัน  1000  มิลลิลิตร 

ชั่ง  Na2HPO4     35.8   กรัม ละลายดวยน้าํกล่ัน  1000  มิลลิลิตร 

ไตเตรต Na2HPO4 ดวย NaH2PO4 จนได pH 8.0 แลวจึงนําไปกรองผานกระดาษกรอง 

4. 1 M Tris HCl buffer, pH 9   

Tris (hydroxymethyl) aminomethane 121  กรัม ละลายดวยน้าํกล่ัน 1000  มิลลิลิตร 

Hydrochloric acid (HCl)  1    M 

ไตเตรต Tris (hydroxymethyl) aminomethane ดวย HCl จนได pH 9.0 แลวจึงนําไปกรองผาน

กระดาษกรอง 
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6. 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      4 มิลลิลิตร 

1M Tris (pH 6.8)   1 มิลลิลิตร 

Bromophenol blue    0.001 กรัม 

87% Glycerol    2.29 มิลลิลิตร 

ผสมใหเขากนั แบงใสหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร กอนนาํไปใชทาํการเติม 

beta-mercaptoethanol 100 ไมโครลิตร 

3. Running buffer(1X) 1 ลิตร 

Tris      15.1 ไมโครลิตร 

Glycine               94 กรัม 

SDS     5 กรัม 

ละลายในน้าํกล่ันและปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร 

4. Coomassie brilliant blue 1 ลิตร 

Coomassie Brilliant blue R-250 2.5 มิลลิลิตร 

Methanol    500 มิลลิลิตร 

Acetic acid    100 มิลลิลิตร 

   น้ํากล่ัน      397.5 มิลลิลิตร 
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5. Destaining solution 1 ลิตร 

Methanol      50 มิลลิลิตร 

Acetic acid    100 มิลลิลิตร  

น้ํากล่ัน      850 มิลลิลิตร 

 

7. การเตรียมสารละลายสําหรับใชในเทคนิค ELISA 

1. 0.2 M Phosphate buffer, pH 7.4  (Stock reagent) 

ชั่ง  NaH2PO4    27.6 กรัม ละลายดวยน้าํกล่ัน  1000  มิลลิลิตร 

ชั่ง  Na2HPO4    71.63   กรัม ละลายดวยน้าํกล่ัน  1000  มิลลิลิตร 

ไตเตรต Na2HPO4 ดวย NaH2PO4 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  

NaCl       175.2  กรัม 

น้ํากล่ัน     18  ลิตร 

ผสมใหเขากนั 

3. 0.05% PBS-Tween 20  

Tween 20     500  ไมโครลิตร 

PBS     1000 มิลลิลิตร 

 4.  5% นมพรองมันเนย 

  นมพรองมนัเนย    5 กรัม 

  PBS     100 มิลลิลิตร 

  ละลายนมพรองมันเนยใน PBS (เตรียมใหมกอนใชงาน) 

 5.    0.15 M Phosphate Citrate buffer, pH 5.0 

  Na2HPO4 11.9 กรัม ละลายดวยน้าํกล่ัน  1000  มิลลิลิตร 

  Citric acid 7 กรัม ละลายดวยน้าํกล่ัน  1000  มิลลิลิตร 

ไตเตรต Na2HPO4 ดวย citric acid จนได pH 5.0 แลวเก็บใสขวดสีชา เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส  
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 6. 0.1 M Sodium Acetate, pH 6.0 

  C2H3O2NaH2O  13.6 กรัม ละลายดวยน้าํกล่ัน  1000  มิลลิลิตร 

ไตเตรต C2H3O2NaH2O ดวย acetic acid จนได pH 6.0 เก็บใสขวดสชีา ที่อุณหภูม ิ4 องศา

เซลเซียส   

7.    Substrate OPD 

O-phenylenediamine     40 มิลลิกรัม 

0.15 M Phosphate Citrate buffer, pH 5.0 100 มิลลิลิตร 

30% H2O2     0.04 มิลลิลิตร 

ผสมใหเขากนัในขวดสีชา (เตรียมใหมกอนใชทกุคร้ัง) 

 8. Substrate TMB 

 3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine   1 มิลลิกรัม 

0.1 M Sodium Citrate buffer, pH 6.0  10 มิลลิลิตร 

30% H2O2     3.14 ไมโครลิตร 

ผสมใหเขากนั (เตรียมในขวดสีชา) ตองเตรียมใหมกอนใชทุกคร้ัง 

9. 2.5 M H2SO4 ( Stopping reagent ) 

H2SO4 (96%)     256 มิลลิลิตร 

น้ํากล่ัน      744 มิลลิลิตร 

คอยๆ เทกรดลงในน้ํากล่ัน ผสมใหเขากนั 

หมายเหตุ   ควรนําขวดไปแชในน้าํประปาจนกวาจะหายรอน (เนื่องจากจะเกิดความรอนเมื่อกรด

ผสมกับน้าํ) 

10. 1 M H2SO4 (Stopping reagent) 

2.5 M H2SO4     400 มิลลิลิตร 

น้ํากล่ัน      600 มิลลิลิตร 

 เทกรดลงในน้าํกล่ัน ผสมใหเขากัน 

หมายเหตุ   ควรนําขวดไปแชในน้าํประปาจนกวาจะหายรอน (เนื่องจากจะเกิดความรอนเมื่อกรด

ผสมกับน้าํ) 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

 นางสาว ศานิกานต เสนีวงศ เกิดเมื่อวันที่ 5 พฤศจิกายน พ.ศ. 2525 ที่จังหวัดชุมพร สําเร็จ

การศึกษาหลักสูตรวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาชีวเคมี คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในป

การศึกษา 2548 และเขาศึกษาตอปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต หลักสูตรเทคโนโลยีชีวภาพ 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เม่ือปการศึกษา 2549 และไดนําเสนอผลงานเร่ืองชุดตรวจสอบสารนอรฟลอก

ซาซินโดยใชเทคนิคเอนไซมลิงคอิมมูโนซอรเบนต ในการประชุมเสนอผลงานวิจัยระดับนานาชาติในระดับ

บัณฑิตศึกษา คร้ังที่ 20 ณ มหาวิทยาลัยมหาสารคาม เมื่อวันที่ 14-17 ตุลาคม 2551 
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