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บทที่ 1 
บทนํา 

 
1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
 

ประเทศไทยมรีายไดจากการสงสินคาออกไปจําหนายตางประเทศเปนจํานวนมาก โดยมี
สินคาออกที่สําคัญ ไดแก สินคาดานเกษตรกรรม ซึ่งสนิคาที่สําคัญชนิดหนึ่งไดแก กุง โดยประเทศ
ไทยมีการสงออกกุงเปนอนัดับ 1 ของโลก มีมูลคาการสงออกประมาณ 94,149 ลานบาท คิดเปน 
ประมาณ 20 % ของสวนแบงตลาดโลก (สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2552)    ในป พ.ศ. 2533
ประเทศไทยพบปญหา การตรวจพบยาออกซีเตตราซัยคลินในเนื้อกุงที่สงออกไปขายในประเทศ
ญ่ีปุน จึงตองมีการทาํลายสนิคาทั้งหมด ทําใหสูญเสียรายไดเปนจาํนวนมาก (สุรพล วองวัฒน
โรจน, 2534)   

ออกซีเตตราซัยคลิน (Oxytetracycline; OTC) เปนยาปฏิชีวนะในกลุมเตตราซัยคลิน ซึ่ง
ประกอบไปดวย  เตตราซยัคลิน ออกซเีตตราซัยคลิน และ คลอเตตราซยัคลินเปนตน ยากลุม 
เตตราซัยคลิน เปนยาปฏิชีวนะที่มีขอบเขตการออกฤทธิ์กวาง (broad spectrum) ตอเชื้อแบคทีเรีย
ทั้งแกรมบวกและแกรมลบ รวมถงึออกฤทธิ์กับเชื้อกอโรคบางชนิดที่ยาปฏิชีวนะกลุมอ่ืนรักษาไมได 
เชน ริกเกตเซยี ไวรัสขนาดใหญ มัยโครพลาสมา และ โปรโตซัว ซึ่งออกซีเตตราซัยคลินถูกใชอยาง
กวางขวาง ในการเลีย้งสัตวโดยเฉพาะในการเพาะเลีย้งสัตวน้ํา เชน กุง ล็อปสเตอรและ ปลาดุก  
เพื่อชวยในการปองกันและรกัษาโรคติดเชือ้ในชวงการเจริญเติบโตของสัตว    แตไดถูกยกเลกิการ
ใชงานเปนสารเรงการเจริญเติบโตซึ่งผสมลงไปในอาหารในป พ.ศ. 2546   (กระทรวงเกษตรและ
สหกรณ, 2546) การใชออกซีเตตราซัยคลินเพื่อการรักษา โดยไมมีการคํานงึถงึระยะพักสัตว     
กอนการจับไปขาย สงผลใหมีปริมาณสารปฏิชีวนะตกคางในผลิตภณัฑสําหรับบริโภค ซึ่งอาจทํา
ใหเกิดการแพหรือทําใหเกิดปฏิกิริยาในระบบภูมิคุมกัน การไดรับยาปฏิชีวนะในปริมาณนอยเปน
ระยะเวลานานอาจทําใหเกดิปญหาในการเกิดการตานทานเชื้อกอโรคในคน ทาํใหหลายประเทศ
ไดกําหนดปริมาณยาปฏิชีวนะที่มากที่สุดที่สามารถตกคางได (maximum residue limits ;MRLs) 
Codex Alimentarius ไดกําหนด MRLs สําหรับออกซเีตตราซัยคลิน ในเนื้อหมู เนื้อววั เนื้อปลา 
และ เนื้อกุง ในปริมาณ 200 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม (ppb) สวนในสหภาพยุโรปและประเทศไทยได
กําหนด MRLs ในเนื้อหมู เนื้อววั เนื้อปลา และ เนื้อกุง ในปริมาณ 100 ไมโครกรัมตอกิโลกรมั 
(ppb) 

จากปญหาดังกลาวทําใหประเทศไทยตองหันกลับมาคาํนึงถึงปริมาณยาปฏิชีวนะตกคาง
ในผลิตภัณฑอาหาร จึงตองมกีารตรวจวิเคราะหหาสารตกคางของออกซีเตตราซัยคลินในเนื้อสัตว
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และผลิตภัณฑสัตวกอนการสงออกในหองปฏิบัติการ ซึ่งสามารถทําไดหลายวธิี ในการตรวจดวย
วิธีทางเคมี เชน High Performance Liquid Chromatrography (HPLC) (Cherlet และ คณะ, 
2003)  และ Liquid Chromatrography Mass Spectrometry (LC-MS) (Koesukwiwat และคณะ
, 2007) สามารถหาปริมาณหาสารตกคางไดถูกตองและแมนยําสงูแตเครื่องมือมีราคาแพง ใชเวลา 
นานในการเตรียมตัวอยางและตองอาศัยผูเชี่ยวชาญในการวิเคราะหนอกจากนีย้ังมีชุดตรวจสอบที่
ใชหลักการของวิธ ี Colorimetric method (แพรวพรรณ หองทองแดง และคณะ, 2548) โดย
ปฏิกิริยาการเกิดสีที่แตกตางกนัระหวางน้าํยาทดสอบกบัยาแตละชนดิ มีวิธีการไมยุงยาก ราคาถูก 
ใชงาย ใหผลรวดเร็ว แตมีขอจํากัดคือปริมาณต่ําสุดทีต่รวจสอบไดคอนขางสงู จงึนิยมใชในการ
ตรวจการปนเปอนของอาหารที่ใชเลี้ยงสตัวมากวาใชตรวจการตกคางในอาหารสําหรับมนษุย 

สําหรับเทคนิคการตรวจวิเคราะหสารตกคางโดยใชหลักการภูมิคุมกันวทิยา เชน Enzyme 
linked immunosorbent assay (ELISA) เปนเทคนิคที่ใชกนัอยางกวางขวางในการตรวจหาสาร
ตกคางในสัตวและผลิตภัณฑจากสัตว โดยอาศัยหลักการจับกนัอยางจาํเพาะระหวางแอนติเจน 
กับแอนติบอดี ซึ่งวิธนีี้เปนวิธทีี่ใชคาใชจายราคาถูก รวดเร็ว มีความแมนยําสงู เปนวธิีที่ใชเครื่องมอื
ที่ไมซับซอน สามารถตรวจสอบตัวอยางเบื้องตนไดเปนจํานวนมากเพื่อเปนการคัดกรองตัวอยาง
กอนที่จะนําไปตรวจโดยการใชเครื่องมือทางเคมี เชน HPLC, LC-MS, LC-MS-MS  

ในปจจุบันประเทศไทยไดมีการนาํเขาชุดตรวจสอบ ELISA จากตางประเทศเปนจํานวน
มากเพื่อใชสําหรับตรวจหาสารตกคาง กอนทาํการสงออกสินคา แตชุดดังกลาวมีราคาสูงประมาณ
25,000 บาท โดยสามารถตรวจตัวอยางไดคร้ังละ 40 ตัวอยาง ดังนัน้การพัฒนาชุดตรวจสอบ
สําเร็จรูปใชเองภายในประเทศจะชวยลดการนาํเขาชุดตรวจสอบได ซึ่งการเตรียมชุดตรวจสอบ 
ELISA นั้น จาํเปนจะตองมแีอนติบอดีที่จาํเพาะกับแอนติเจนที่ตองการตรวจสอบ ดังนัน้งานวิจัยนี้
จึงมีจุดประสงคในการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอ OTC และมลัีกษณะสมบตัิ
เหมาะสมสาํหรับนําไปใชในการพัฒนาเปนชุดตรวจสอบหาสาร OTC ตกคาง ดวยวิธ ี ELISA 
ตอไป 
 
1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย 
 1) ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอ OTC 
 2) ศึกษาลักษณะสมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ได 
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1.3 ขอบเขตการวิจัย 
 1) คนควาและรวบรวมขอมูลที่เกีย่วของกบังานวิจยั 
 2) เตรียมแอนติเจนที่ใชในการฉีดกระตุนภมูิคุมกันหน ู
 3) ฉีดกระตุนระบบภูมิคุมกันของหนูใหสรางแอนติบอดีตอ OTC 
 4) หลอมรวมเซลลและคัดเลือกเซลลไฮบริโดมาที่สรางโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ OTC 
 5) ผลิตและศึกษาลกัษณะสมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ได 
 6) ทําแอนติบอดีใหบริสุทธิ ์
 7) วิเคราะห สรุปผลการทดลอง และเขียนวทิยานพินธ 
 
1.4 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
 ไดโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอ OTC และทราบลักษณะสมบัติของแอนติบอดีที่ 
      คัดเลือกได 
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บทที่ 2 
เอกสารและงานวจิัยที่เกีย่วของ 

 
2.1 แนวคิดและทฤษฎ ี
2.1.1 ที่มาและกลไกการออกฤทธิ์ของสารออกซีเตตราซัยคลนิ (Oxytetracycline; OTC) 
 OTC เปนยาในกลุมเตตราซัยคลิน (Tetracyclines; TCs) เปนยาทีอ่อกฤทธิ์ในวงกวาง 
สามารถทําลายเชื้อแบคทีเรียทัง้แกรมบวก แกรมลบ สามารถยับยัง้การเจริญของเชื้อแบคทีเรียใน
กลุม Streptococcus, Staphylococcus, Anthracoids, Pasteurella, Brucella, Corynebacteria, 
กลุม coliforms และ Salmonella (ประพนธ รักสินเจริญศักดิ์, 2535) 

ยาในกลุมนี้ผลิตขึ้นมาจากเชื้อราในตระกลู Streptomyces ยาตัวแรกที่คนพบคือ 
คลอเตตราซัยคลิน (Chlortetracycline; CTC)  คนพบในป 1948 โดยแยกไดจากเชื้อ 
Streptomyces aureofaciens ตอมากม็ีการคนพบยา Oxytetracycline โดยแยกไดจากเชื้อ 
Streptomyces rimosus ตอมาในป 1952 สามารถผลติยากลุมนี้ในรูปกึ่งสังเคราะหข้ึนมาได โดย
การดึงเอาอะตอมของ คลอรีนอะตอมออกจาก CTC ยาที่ผลิตไดใหมนี ้ เรียกวา เตตราซัยคลนิ 
(Tetracycline; TC) เหมือนชื่อกลุมยา  
 ปจจุบันนี้ไดมีการผลิตยาในกลุมนี้ข้ึนมาใชอีกหลายตัวไดแก ด็อกซีซัยคลิน(Doxycycline;  
DC) ดีมีคลอซัยคลิน (Demeclocycline) เมธาซัยคลิน (Methacycline) และโรลิเตตราซัยคลิน 
(Rolitetracycline) (กมลชัย ตรงวาณิชนาม, 2547) 
 ยาในกลุมนี้จะจับกับสารที่รวมตัวกับไอออนของโลหะ ใหเปนสารประกอบเชิงซอน เชน 
แคลเซียม แมกนีเซียม และ เหล็ก ยาที่มกีารสรางโครงสรางขนาดใหญซึ่งมีไออนของโลหะอยู
ภายใน จะไมดูดซึมในทางเดินอาหาร ดังนัน้ ฤทธิ์ของยาในกลุมจึงขึ้นกับยาสวนที่ไมเกาะกับ
ไอออนของโลหะ เพราะยาสวนนี้ดูดซึมเขาไปในรางกายโดยตรง จึงไมควรใหยาในกลุมนีพ้รอมกบั
นม และ อาหาร 
 ยาในกลุมเตตราซัยคลินที่นยิมใชในทางสตัวแพทย ไดแก 

1. Tetracycline hydrochloride (TC-HCl) มีชื่อทางการคาตามบริษทัที่ผลิต ไดแก 
Achromycin, Panmycin, Polycycline ยา TC-HCl มีลักษณะเปนผงสีเหลือง ไมมี
กลิ่นและละลายน้าํไดดี ถูกทําลายไดงายโดยสารละลาย ดางแก และสารละลายกรด
ที่มี pH ต่ํากวา 2 

2. Oxytetracycline hydrochloride (OTC-HCl) มีชื่อทางการคาวา Terramycin มี
ลักษณะเปนผงผลึกสีเหลือง มีรสขมและไมมีกลิ่น ละลายไดดีในน้าํและสารละลาย
อินทรีย (organic solvent) ยานีน้ิยมใหโดยการฉีดเขากลามเนื้อ 
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3.  Chlortetracycline hydrochloride (CTC-HCl) มีชื่อทางการคาวา Aureomycin มี
ลักษณะเปนผงผลึกสีเหลือง ไมมีกลิน่ มีรสขมและละลายน้าํไดเพยีงเล็กนอย ไมควร
ใหยาตวันี้เขากลามเนื้อ เพราะยาอาจทําใหกลามเนื้อระคายเคืองและเกิดเนื้อตายได 

4. Doxycycline monohydrate (DC) เปนยาที่ดูดซึมไดดีและขับถายออกในระยะเวลา
ชากวายาเตตราซัยคลินตัวอื่น ๆ ยาจึงออกฤทธิ์นาน ยาตัวนี้เร่ิมเปนทีน่ิยมใชในวงการ
สัตวแพทย เพราะใหขนาดยานอยลง และไมตองใหยาซ้าํบอย ๆ เหมือนยาในกลุม 
เตตราซัยคลินตัวอื่น ๆ  

5. Methacycline hydrochloride เปนยาที่สังเคราะหและดัดแปลงมาจากยาออกซีเต
ตราซัยคลินมปีระสิทธิภาพดีกวายาเตตราซัยคลินตวัอืน่ ๆ 

6.  Minocycline hydrochloride เปนยาเตตราซัยคลินกึ่งสังเคราะหจะไมเกิดปฏิกริิยา
ขามตอการดื้อยาของเชื้อ Staphylococcus sp. บางสายพนัธุกับยาเตตราซัยคลินตัว
อ่ืนและยาตวันี้จะถกูเมแทบอลิซึมไดสมบูรณกวายาในกลุมเตตราซยัคลินตัวอืน่  

 
 2.1.1.1 กลไกการออกฤทธิ์ของยา 
  การออกฤทธิ์ของยาในกลุมเตตราซัยคลินสามารถแบงไดเปน 3 แบบ คือ 

1. Active chelating ของ cation ยานีจ้ะไปเกาะกับแมกนีเซยีม แมงกานีส และ
แคลเซียม จงึยับยั้งการเกิด oxidative phosphorylation ในไมโตรคอนเดรียของเซลล
รางกายสัตว 

2. ยับยั้งระบบเอนไซมที่จาํเปน ยา CTC จะยับยัง้เอนไซม organic nitroreductase 
ของเซลลแบคทีเรีย เอนไซมนี้ยงัถูกยับยัง้โดยสวนของแบคทีเรียทีถู่กทําลายแลวดวย 

3. ขัดขวางการสรางโปรตีนของเซลลแบคทีเรียที่กาํลังเจรญิเติบโตและ แบงเซลล 
ซึ่งเปนการออกฤทธิ์ที่สําคัญของยากลุมนี ้ โดยยาจะไปเกาะกับสวน 50s ไรโบโซม 
ของ 70s ไรโบโซม ของเซลลแบคทีเรีย จึงขัดขวางการขนยายของกรดอะมิโน จาก 
aminocyl-tRNA ไปยังสวน polypeptide ทําใหแบคทีเรียหยุดการเจริญเติบโตและ
แบงเซลล (bacteriostatic) 

 
 2.1.1.2 ขอบเขตการออกฤทธิ์ของยา 

ยากลุมของยาเตตราซัยคลินออกฤทธิ์ไดดังนี ้
 1.  ออกฤทธิว์งกวาง (broad spectrum) ตอเชื้อแบคทีเรีย ทั้งแกรมบวกและแกรม

ลบ โดยยาจะไปออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตและการแบงเซลลของเชื้อ
แบคทีเรีย (bacteriostatic) แตถาใหยาในขนาดสงู ๆ จะออกฤทธิ์ฆาเชื้อ
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แบคทีเรีย (bactericidal) เลย ฤทธิ์ของยาจะลดลงเมื่อมีซีรัม เลอืด และ 
bacterial debris ที่บริเวณนั้น ยากลุมนีจ้ะออกฤทธิ์ไดดีตอเชื้อแบคทีเรียแกรม
บวกมากกวาเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ เชื้อแบคทีเรียที่ไวตอยากลุมเตตราซัยคลิน
ไดแก β-Hemolytic Streptococcus, Klebsiella sp., Nonhemolytic 
Streptococcus, Clostridium sp., Brucella sp., Hemophilus sp. 

2.   ออกฤทธิท์ําลาย pathogenic agent บางชนิดที่ยาปฏิชีวนะชนิดอืน่ ทําลาย
ไมได  ไดแก พวก Rickettsiae ไวรัสขนาดใหญ เชน Psittacosis ในสัตว และ 
Lymphogranuloma venereum ในคน 

 3.  ออกฤทธิ์ทาํลาย Mycoplasma sp., Spirochete sp.และ Actinomyces sp. 
 4.  ถาใหขนาดสูง ๆ จะออกฤทธิท์ําลายเชือ้โปรโตซัวได 
 
2.1.2 สูตรโครงสรางทางเคมีของยาในกลุมเตตราซัยคลิน 

ยาทกุตัวในกลุมเตตราซัยคลินจะมโีครงสรางหลกัเหมือนกนัคือ hydronapthacene 
skeleton หรือ เรียกวา tetracycline nucleus 
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ภาพที ่2.1 โครงสรางทางเคมีของยาในกลุมเตตราซัยคลนิ 
                ที่มา : กมลชัย ตรงวาณิชนาม, 2547 
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2.1.3 คุณสมบัติทางเภสัชจลนศาสตร 

 2.1.3.1 การดูดซึมยา 
1. ทางการกนิ  

ในพวกสัตวกนิเนื้อ ภายหลงัจากที่ใหกนิยากลุมนี้แลว ยาจะดูดซึมไดดีใน 
กระเพาะ อาหารและลําไสเล็กสวนตน ยาจะถงึระดับสูงสุดในกระแสเลือดภายใน 2-4 
ชั่วโมง และคงอยูในระดับนีน้าน 6 ชั่วโมงหรือมากกวานี ้จากนัน้จะคอย ๆ ลดลง จนตรวจ
พบเพยีงเลก็นอยในเลือดภายหลงัจากใหยา 24 ชั่วโมง จงึใหยาทกุ 6 ชั่วโมง พวก
แคลเซียมและแมกนีเซยีมในทางเดินอาหาร จะทาํใหเกดิสารประกอบเชิงซอนกับยา กลุม
นี้ทาํใหยาดูดซึมไดลดลง ดงันัน้จึงควรใหยาหลงัจากกนิอาหาร  1 ชัว่โมง สารพวก citric 
acid และ sodium metaphosphate จะชวยปองกันไมใหแคลเซียมมาทําใหเกิด
สารประกอบเชิงซอนกับยากลุมนี้ ทําใหยาถกูดูดซึมไดดี ภายหลังจากที่ถูกดูดซมึแลว ยา
บางสวนจะไปอยูที่ตับแลวขบัออกมากับน้าํดีและถูกดูดซึมที่ลําไสเลก็ เรียกวาเกิด 
enterohepatic recycling จึงยงัมียาบางสวนคงอยูในเลือดเปนเวลานาน ซึง่ตางจากยา
ปฏิชีวนะชนิดอื่น ๆ ที่ขับถายออกมาจากรางกายอยางรวดเร็ว 
 
2. ทางการฉีดเขากลามเนื้อ  

นิยมใชวิธนีี้กบัออกซีเตตราซัยคลิน และ เตตราซัยคลินเวนแตจะไมสามารถใชกับ  
CTC เพราะทาํใหเกิดเนื้อตายทีบ่ริเวณทีฉี่ด โดยควรจะฉีด OTC เขากลามเนื้อลึก  สวน
การฉีด TC อาจทาํใหกลามเนื้อบริเวณทีฉี่ดเกิดอาการระคายเคือง เกิดการบวมน้าํและ
อักเสบขึ้นได เมื่อใหยา TC หรือ OTC เขากลามเนื้อจะตรวจพบยาในเลือดภายในเวลา 15 
นาที หลงัการฉีด และยาจะขึ้นถงึระดับสูงสุดภายใน 1 ชั่วโมง ยาจะคงที่อยูในระดับที่
ใหผลในการรักษาโรคนาน 12 ชั่วโมง จากนัน้จะลดลงจนตรวจพบเพยีงเล็กนอย หลังการ
ฉีด 24 ชั่วโมง ในสัตวที่ใชเปนอาหาร ไมควรฉีดยานีเ้ขากลามเนื้อแหงละเกิน 10 มิลลิลิตร 
เพราะยาจะทาํใหระคายเคอืงและเกิดยาตกคาง 

 
3. ทางการฉีดเขาหลอดเลือด  

จะฉีดเขาหลอดเลือดเมื่อไมสามารถใหสัตวกินได หรือเมือ่ใหกินยาแลวเกิดความ 
ผิดปกติของทางเดนิอาหาร เชน เกิดอาการบวมน้ํา และ อาเจียน  รวมทั้งเมื่อตองการ
รักษาโรคติดเชื้อรุนแรง เพราะเมื่อใหยาเขาทางหลอดเลือด ยาจะถงึระดับการรักษาทนัท ี
ยา กลุมเตตราซัยคลิน ที่ผสมยาชาเฉพาะแหงไมควรใชฉีดเขาหลอดเลือดเพราะยาชาที ่
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ผสมอยูจะไปมีผลตอกลไกการนาํกระแสประสาทของหวัใจ (cardiac conduction 
mechanisms) 
 

Blood circulation 

 
 

ภาพที ่2.2 การเกิด enterohepatic recycling ของยากลุมเตตราซัยคลนิ 
           ทีม่า : กมลชัย ตรงวาณิชนาม, 2547 

 
2.1.3.2 การแพรกระจายตวัของยา 
  ยาในกลุมเตตราซัยคลินจะเกาะกับโปรตีนในพลาสมาแบบผันกลับได 
(reversible) แพรกระจายไปทั่วรางกาย พบความเขมสูงสุดที่ไต ตับ มาม และ ปอด 
ตามลําดับ อีกทัง้ยังพบยากลุมนีท้ี่สวนของกระดูกที่กาํลังเกิด ossification และ พบในสวน 
prostatic fluid ดวย จึงใชยาในกลุมนี้ในการรักษาโรคติดเชื้อแบคทีเรียที่ตอมลูกหมาก 
(prostate gland) นอกจากนัน้ยากลุมนีย้ังแพรกระจายผานรกไปยังลูกออนจึงสามารถพบ
ยาในเปลือกไขไกและไกงวง แตขอเสียของยากลุมนี้คือจะแพรผานไปในน้ําเลี้ยงสมอง 
(cerebrospinal fluid) ไดเพียงเล็กนอยโดยทีย่าเตตราซัยคลิน จะแพรเขาไปไดดีกวายา 
ออกซีเตตราซัยคลิน และ คลอเตตราซัยคลิน  

 
2.1.3.3 การเปลี่ยนแปลงของยา 
  ยากลุมเตตราซัยคลินมกีารเปลี่ยนแปลงหลายระดบั แตสวนใหญพบในปสสาวะ  
อุจจาระ และในเนื้อเยื่อจะอยูในรูป parent tetracycline ในอุจจาระจะพบยาเตตราซัยคลิน 
ในรูปเดิมอยูถงึ 30% 

 

Small intestine 

Gall bladder 

Liver 

Hepatic  
portal system 
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2.1.3.4 การขบัถายยา 
  ยากลุมเตตราซัยคลินจะขับถายออกไดทั้งทางปสสาวะโดยผานทางไต ทาง
อุจจาระ และทางน้าํนม แตสวนใหญจะขบัถายโดยผานทางไต เมื่อใหยานีเ้พยีงครั้งเดียวจะ
พบยาขับออกทางปสสาวะประมาณ 20-30% ยาในกลุมนี้แตละตัวจะขับถายออกจาก
รางกายโดยใชเวลาตางกนั ข้ึนอยูกับคาครึ่งชีวิตของยาในเลือด  

 
ตารางที่ 2.1 คาครึ่งชีวิตในกระแสเลือดของยากลุมเตตราซัยคลิน 

ยา คาครึ่งชีวิต (ชัว่โมง) 
Chlortetracycline 5.5 

Tetracycline 8.5 
Oxytetracycline 9.5 
Methacycline 15.0 

Demeclocycline 17.0 
Minocycline 17.5 
Doxycycline 19.5 

ที่มา : กมลชัย ตรงวาณชินาม, 2547 
 
ถึงแมยาจะถูกขับถายออก แตก็มียาบางสวนที่ตกคางอยูในรางกายสตัวได เพราะฉะนัน้
จึงตองมกีารกาํหนดระยะเวลาทีห่ยุดใหยาปฏิชีวนะกลุมนี้กอนสงโรงฆาสัตว  
(withdrawal time)  

 
ตารางที่ 2.2 ระยะเวลาหยุดใหยาในกลุมเตตราซัยคลินกอนสงโรงฆาสัตว ของสัตวชนิดตาง ๆ 
 

ระยะเวลาทีห่ยุดใหยากอนสงโรงฆาสัตว (วัน) ยา 
โค หม ู ไก กุง 

Chlortetracycline hydrochloride 3 5 1 - 
Tetracycline hydrochloride 5 26 0 - 

Oxytetracycline hydrochloride 7 4 - 25 
หมายเหต ุสัญลักษณ (-) ไมมีรายงาน  
ที่มา : ประพนธ รักสินเจริญศักดิ์, 2535 และ กมลชยั ตรงวานิชนาม, 2547  
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2.1.4 ปญหาการใชยาและสารเคม ีในการเพาะเลี้ยงกุง ในประเทศไทย 
 การใชยาและสารเคมีเพื่อปองกันหรือรักษาโรค เปนปจจัยหนึ่งในอตุสาหกรรมการเลี้ยง
สัตวทุกชนิด เชนเดียวกับการเพาะเลีย้งกุงของประเทศไทย ซึ่งไดรับการพัฒนาตัง้แตป พ.ศ. 2530 
เปนตนมา จนเปนระบบการเลี้ยงแบบพฒันาหนาแนน (Intensive culture) มีการใชยาและ
สารเคมีในกระบวนการเลีย้งทัง้วัตถุประสงคเพื่อปองกนัโรค รักษาโรค และการจัดการคุณภาพดิน
และน้ํา จนเมือ่ป พ.ศ. 2545 ปญหาการตกคางของยาปฏิชีวนะในกุงสงออก ทาํใหเกิดคําถามถงึ
การพัฒนาการเลี้ยงกุงทะเลแบบหนาแนน คือ การเกิดโรคระบาด ทาํใหเกษตรกรใชยาและ
สารเคมีเพื่อปองกันและรกัษาโรค การใชยาและสารเคมีโดยขาดการควบคุมและความเขาใจใน
การใชยาอยางถูกตองทาํใหเปนปญหาตอเนื่องอยางมากมาย รวมถึงการตกคางของยาหรือ
สารเคมีในเนื้อกุงซึง่เปนปญหาที่สงผลกระทบตอการสงออกกุงทะเลไทยมากที่สุดในปจจุบนั 
 ยาตานจุลชีพ หรือ ยาปฏิชีวนะ เปนประเภทของยาที่ไดรับการศึกษามากที่สุดในกลุมของ
ยาและสารเคมีที่ใชในการเลี้ยงกุงทะเลของประเทศไทย รายงานการศึกษาการเลี้ยงกุงทะเลแบบ
พัฒนาหนาแนน แสดงใหเห็นวาเชื้อโรคชนิดตาง ๆ ทีอ่าจกอใหเกิดโรคในกุง เชน เชื้อโปรโตซัว เชน 
Zoothamnium sp., Epistylis sp., Acineta sp., Thelonania sp. เชื้อแบคทีเรีย เชน Vibrio sp. 
และ Filamentous bacteria เปนตน สามารถพบไดในบอที่มีการเลี้ยงแบบหนาแนน ดังนั้นการเกดิ
โรคในกุงจากเชื้อโรคที่มีอยูแลวในบอ (Opportunistic pathogens) จึงอาจเกิดไดตลอดเวลาใน
ระหวางการเลีย้งโดยเฉพาะอยางยิ่ง เมือ่กุงไดรับความเครียด อันเนื่องมาจากคุณภาพน้าํที่ไม
เหมาะสม การเปลี่ยนแปลงของอุณหภูม ิหรือ การจัดการที่ไมเหมาะสม เปนตน ดงันัน้จึงมีการใช
ยาปฏิชีวนะในการปองกนัโรค โดยการแชกุงวัยอนุบาลในยาอยางตอเนื่องในบอดิน ซึง่สภาวะการ
เกิดโรคตาง ๆ มักเกิดขึ้นในขบวนการเพาะเลี้ยงทั้งในบอฟก (hatchery) และการเลี้ยงในบอดิน 
 การศึกษาการใชยาและสารเคมีในฟารมกุง พบวายาตัวอยางที่ไดรับการสุมตรวจตามทอง 
ตลาดไมมีประสิทธิภาพตามที่อางไวบนฉลากสําหรับการรักษาและปองกันแบคทีเรียในสัตวน้ํา ยา
ไมมีการขึ้นทะเบียนตํารับยาตามกฎหมาย ยาดังกลาวจงึขาดการรับรองคุณภาพและเอกสาร
กํากับยาไมถกูตอง ทําใหเกษตรกรมีการใชยาผิดวัตถปุระสงค ซึง่จะสงผลใหเกิดอันตรายตอ
ผูบริโภค โดยยาทีน่ิยมนาํมาใชในการเพาะเลี้ยงกุง ไดแก ออกซีเตตราซัยคลิน ออกโซลินกิ แอซิด 
คลอแรมฟนิคอล และ ฟูราโซลิโดน เปนตน (เจนนุช วองธวัชชัย, 2547) 
 
2.1.5 ความสาํคัญของสารในกลุมเตตราซัยคลินตอการเลี้ยงสัตวในประเทศไทย 
 สารในกลุมเตตราซัยคลิน เปนสารปฏิชีวนะที่มีขอบเขตการออกฤทธิ์กวางและมรีาคาถูก
ทําใหเกษตรกรใชในการเลี้ยงสัตว เพื่อเปนสารปองกนัการติดเชื้อและรักษาโรคในสัตวเพราะเมื่อ
สัตวเกิดอาการปวยหรือลมตายจะทําใหเกิดการขาดทนุ นอกจากนีไ้ดมีการใชงานสารในกลุมนี้ใน
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การเปนสารเรงการเจริญเตบิโต ซึ่งใน ค.ศ. 1940 นักวทิยาศาสตรพบวายาปฏิชีวนะบางชนิด เชน 
เตตราซัยคลิน  สามารถใชเปนสารกระตุนการเจรญิเติบโตในสัตวได (Antibiotic growth 
promoter; AGP)  ในป ค.ศ. 1953 องคการอาหารและยา สหรัฐอเมริกา หรือ USFDA ไดรับรองให
ออกซีเตตราซัยคลิน และ คลอเตตราซัยคลิน เปนสวนผสมในอาหารสตัว (Animal feed additive) 
หลังจากนั้น ในป ค.ศ. 1969 Swann Committee แหงสหราชอาณาจักร คนพบสารพันธุกรรมที่
ตานฤทธิย์าปฏิชีวนะออกซีเตตราซัยคลินในสัตวเลี้ยงที่ไดรับสารเรงการเจริญเติบโต และ ในเชือ้ 
Salmonella typhimurium  สหราชอาณาจักร จึงประกาศหามใชออกซีเตตราซัยคลินและคลอเต
ตราซัยคลิน เปนสารกระตุนการเจริญเติบโตในสัตวตั้งแตป ค.ศ. 1971 และ เมื่อป ค.ศ. 2006 
สหภาพยุโรปไดประกาศหามใชออกซีเตตราซัยคลินและคลอเตตราซัยคลินผสมในอาหารสัตว
เชนกนั 
 ออกซีเตตราซัยคลินเปนสารตานจุลชีพที่อนุญาตใหใชอยางถูกกฎหมาย โดยเปนยาที ่
CODEX รับรองใหใชในการผลิตสัตวน้ําและสัตวบกเพื่อใชเปนอาหารของมนุษย (ศูนยวจิัยประมง
น้ําจืดขอนแกน, 2545) 
 ในป พ.ศ. 2538 ญี่ปุนตรวจพบออกซีเตตราซัยคลินและกรดออกโซลินิก (Oxolinic acid) 
ในผลิตภัณฑกุงแชแข็งในระดับเกินที่กฎหมายกาํหนด จึงตองเผาทําลายสินคาเปนจํานวนมาก ทาํ
ใหเกิดการสูญเสียมูลคาทางเศรษฐกิจของประเทศไทยเปนจํานวนมาก หลังจากนัน้กรมประมงจงึ
ไดกําหนดใหมีการตรวจปรมิาณออกซีเตตราซัยคลินและกรดออกโซลินิกตกคาง ในผลิตภัณฑกุง
แชแข็งกอนสงออก ไมใหเกนิจากทีก่ฎหมายของประเทศคูคากําหนด ตั้งแตนั้นเปนตนมา (อมรชัย 
เลิศเจริญ, 2545) 
 
2.1.6 พิษของสารตกคางในกลุมเตตราซัยคลิน  
 ในปจจุบันมีการใชยาปฏิชีวนะกลุมเตตราซัยคลินกนัอยางแพรหลายในทางการแพทย 
โดยจะใชเพื่อรักษาโรคที่เกี่ยวของกับแบคทีเรียตาง ๆ และใชเพื่อชะลอการเนาเปอยของเนื้อสัตว 
ซ่ึงปริมาณยาที่ตกคางอยูในกลามเนื้อหรือน้ํานมของสัตว อาจทําใหเกิดอันตรายตอสุขภาพของ
ผูบริโภคไดถาไดรับเขาสูรางกายในปริมาณที่มากเกนิกวาเกณฑที่กาํหนด ซึ่งอาจเปนพิษและมี
ฤทธิ์แทรกซอนเกีย่วกับระบบตาง ๆ ของรางกาย เชน ระบบทางเดินอาหาร กระทบตอตับและไต  
นอกจากนัน้ยงัมีผลตอกระดูกและฟน  

การตกคางของยาเตตราซัยคลิน ในผลิตภัณฑอาหารในระดับนอยกวา 1 มิลลิกรัมตอลิตร 
(ppm) จะไมสงผลเฉียบพลันตอผูบริโภค แตในระยะยาวอาจทาํใหเกิดอันตรายตอสุขภาพของ
ผูบริโภคได เนื่องจากการทีส่ารตกคางในเนื้อสัตวและผลิตภัณฑจากสัตวที่บริโภคเขาไปมีปริมาณ
นอยไมถงึกับขนาดที่ใชรักษาโรคได  ถาตรวจพบสารในระดับ 5-7 มิลลิกรัมตอลิตร อาจทําใหเกดิ
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อันตรายตอรางกายของผูบริโภคไดโดยเฉพาะในผูปวยโรคเบาหวานหรือผูที่มีโรคภูมิคุมกัน
บกพรอง โดยจะสามารถทาํลายเชื้อ normal flora จนทาํใหเกิดการติดเชื้อกอโรคแทรกซอนจาก
เชื้อราและแบคทีเรียอื่น ๆ ทําใหมีอาการทองเดนิ มีไขจากเชื้อ Staphylococcus sp. เกิดการติด
เชื้อรา Candida albican ในชองปาก ลําคอ ชองคลอด หรือ ทางเดินอาหาร มีผลตอกระดูกและ
ฟน โดย TCs จะไปจับกับแคลเซียมทีก่ระดูกและฟน ยบัยั้งการเจริญของกระดูกและฟน สารเกาะ
บริเวณฟนจะทําใหฟนมีสีน้าํตาลและเมื่อถูกแสง จะทาํใหสีน้ําตาลดเูขมขึ้น เนื่องจากยากลุมนี้
สามารถผานรกได ดังนั้นถาใชขณะตั้งครรภและทําใหฟนน้าํนมของทารกมีสีน้าํตาลแตจะไมมีผล
กับฟนแท นอกจากนี้ยาเตตราซัยคลิน ทุกชนิดยังทาํใหผิวหนงัแพตอแสง ผิวไหม และรูสึกชา
บริเวณที่ถกูแสง (ปริญญา มาสวัสด์ิ, 2550) 

 
2.1.7 มาตรฐานสารตกคางออกซีเตตราซัยคลิน 
 สํานักงานมาตฐานสนิคาเกษตรและอาหารแหงชาต ิ (มกอช.) ไดกําหนดมาตรฐาน 
ปริมาณของสารที่มากที่สุดที่อนุญาตใหตรวจพบได (Maximun residue limits; MRLs) ในอาหาร 
เพื่อเปนเครื่องมือในการปรับปรุงคุณภาพมาตรฐานสนิคาเกษตรใหสอดคลองกับความตองการ
ของตลาดและไดมาตรฐานสากล นํามาเปนขอตกลงในการเจรจาทางการคา เพื่อใหมีคุณภาพและ
ความปลอดภยัตอผูบริโภค ซึ่งสอดคลองกับขอกําหนดที่มีอยูในมาตรฐานระหวางประเทศ และ
ของประเทศคูคา เชน ขอกําหนดของ EU, โครงการมาตรฐานอาหาร เอฟเอโอ/ดับเบิลยูเอชโอ 
(Codex Alimentarius Commission, Joint FAO/WHO Food Standards Programme; Codex), 
JECFA (joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives), FDA (Food and Drug 
Administration) และ Japanese Ministry of Health รวมถึงไดกาํหนด ปริมาณของสารกลุมเต
ตราซัยคลินทีม่นุษยสามารถรับไดในแตละวัน (Acceptable daily intake; ADI) เพื่อความ
ปลอดภัยตอสุขภาพของผูบริโภค ดังตารางที ่2.3  
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ตารางที ่2.3 มาตรฐานปริมาณของสารกลุมเตตราซัยคลินที่มนุษยสามารถรับไดในแตละวัน (ADI)  
       และระดบัสูงสุดที่อนญุาตใหพบไดในอาหาร (MRLs) 

             
  Source MRLs (µg/ml) 
  ADI Codex1 EU2 US3 Japan4 Thailand5

กลามเนื้อ  0.2 0.1 2 0.2 0.2 

ตับ 
0-3 µg/kg ตอ 

น้ําหนกั  0.6 0.3 6 0.6 0.3 
ไต ตอ วัน 1.2 0.6 12 1.2 0.6 
ไขไก  0.4 0.2 - 0.4 0.4 
นม  0.1 0.1 0.3 0.1 0.1 
ไขมัน   - - 12 - - 

หมายเหต ุ ผลิตภัณฑ เนื้อววั หม ูไก เปด ไกงวง แกะ กุง ปลา และไขไก  
1. Codex Committee on Residues of Veterinary Drugs in Foods, 2000; 

          2. European Medicines Agency Veterinary Medicines and Inspections, 2006 
          3. US Food and Drug Administration, 2003 
          4. สินคาเกษตรและอาหารญี่ปุน มาตรฐานสนิคาเกษตรและอาหารแหงชาติ, 2547 
          5. บัญชีแนบทายประกาศกระทรวงสาธารณสุข (ฉบับที่ 303) พ.ศ.2550 เร่ือง  
                อาหารทีม่ียาสัตวตกคาง 
   

ออกซีเตตราซัยคลินปนสารที่ USFDA (U.S. Food and Drug Administration) อนุญาต
ใหใชในการปองกันและรกัษาโรคในการเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา (Drugs Used in the US Aquaculture 
Industry, 2003) แตการใชสารปฏิชีวนะในลักษณะดงักลาว ก็จําเปนจะตองมีระยะหยุดยา กอน
จับสัตวน้าํขาย กองการตรวจสอบรับรองมาตรฐานคณุภาพสัตวน้ําและผลิตภัณฑสัตวน้ํา กรม
ประมง ไดกาํหนดมาตรฐานผลิตภัณฑสัตวน้ําทางเคมี (Chemical Reference Criteria for 
Fishery Products) ของสารออกซีเตตราซัยคลิน ในผลิตภัณฑสัตวน้าํของประเทศตาง ๆ ไวดัง
ตารางที่ 2.4  
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ตารางที ่2.4 มาตรฐานปริมาณของสารออกซีเตตราซัยคลินที่ระดับสูงสุดที่อนุญาตใหตรวจพบได 
      ในสัตวน้ํา (MRLs) 

 
MRLs (µg/ml)   

Australia Product 
Codex EU U.S. Japan China Canada Korea Thailand New 

Zealand 
Fish, 

Shrimp, 
 Oysters 

0.2 0.1 - 0.2 
- - 

0.2 0.2 - 

Salmon, 
 Lobster 

- - 2.0 - - 0.2 - - 0.2 

Others  - - 2.0 - 0.2 - - - - 

หมายเหต ุ- ไมมีขอมูล 
ที่มา : มาตรฐานผลิตภัณฑสัตวน้ําทางเคมี กรมประมง, 2552 
            
 ประเทศไทยเปนผูผลิตและสงออกสินคาเกษตรและอาหารรายใหญของโลก สินคาหลาย
ชนิดที่ไทยเปนผูสงออกอันดบั 1 รวมถึงกุงซึง่มีมูลคาการสงออกของกุงและผลิตภณัฑของกุงในป 
2552 มีมูลคาการสงออกมากขึ้นกวาป 2551 10.89% (จาก 84,303 เปน 85,633 ลานบาท) 
(สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2009) โดยประเทศทีไ่ทยมีการสงออกสินคาเกษตรมากที่สุดคอื 
สหรัฐอเมริกา รองลงมาคือ ประเทศญี่ปุน   ดังนัน้เพือ่เปนการพัฒนาและยกระดบัผูผลิตของไทย
ใหสามารถผลติสินคาเกษตรและอาหารที่ปลอดภัยตอผูบริโภคไดมาตรฐานและเปนทีย่อมรับทั้งใน
ประเทศและระหวางประเทศ กระทรวงเกษตรและสหกรณ จึงเหน็สมควรจัดทาํมาตรฐานเรือ่ง
ขอกําหนดดานความปลอดภัยสินคาเกษตรและอาหาร 

กระทรวงเกษตรและสหกรณและคณะกรรมการมาตรฐานสนิคาเกษตรและอาหารแหง 
ชาติ (มกอช)  ไดเหน็สมควรจัดทําขอกําหนดดานความปลอดภัยสินคาเกษตรและอาหาร (Safety 
requirements for agricultural commodity and food) โดยอางองิมาตรฐานและหลักเกณฑที่
ประกาศโดยองคกรมาตรฐานระหวางประเทศไดแก โครงการมาตรฐานอาหาร FAO/WHO (Joint 
FAO/WHO Food Standard Programme; Codex) สํานักงานเลขาธิการอนุสัญญาอารักขาพืช
ระหวางประเทศ (International Plant Protection Convention; IPPC)  องคการโรคระบาดสัตว
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ระหวางประเทศ (Office International des Epizooties; OIE) และมาตรฐานของประเทศคูคาที่
สําคัญ ประกอบกับขอมูลทางวิทยาศาสตรที่เกี่ยวของ (มาตรฐานสนิคาเกษตรและอาหาร, 2549) 
ไดใหนิยาม ยาสัตวตกคาง วาหมายถงึสารประกอบตั้งตน (parent drug) ซึ่งอาจเปนสารทีเ่กิดจาก
กระบวนการสรางและสลาย (metabolites) สารตั้งตนรวมถึงสารอ่ืนๆ ที่ตดิมากับยาสัตว 
(associated impurities) ทีต่กคางในผลิตภัณฑของสัตวสําหรับบริโภค สินคาเกษตร ซึ่งอาหารจะ
ถูกตรวจสารพษิตกคางที่เกิดจากการใชวัตถุอันตรายทางการเกษตรที่ข้ึนทะเบียนอยางถูกตองตาม
กฎหมายไดไมเกินปริมาณสารพิษตกคางสูงสุด (Maximum Residue Limit; MRLs) (สํานักงาน
สินคาเกษตรและอาหาร, 2549) 
 
ตารางที่ 2.5 ขอกําหนดยาสตัวในกลุมเตตราซัยคลินตกคางทีป่ระกาศโดยคณะกรรมการ 
                   มาตรฐานสนิคาเกษตรและอาหารแหงชาติ ป พ.ศ. 2549 

ปริมาณสูงสุด (MRLs) สินคา  ยาสัตว 
(µg/ml) 

เนื้อสัตวสด แชเย็น/แชแข็ง CTC, OTC, TC 0.2 
กุงแชเยน็/แชแข็ง OTC 0.2 
เนื้อสัตวปกสด แชเย็น/แชแข็ง CTC, OTC, TC 0.2 
ที่มา : สํานักงานสนิคาเกษตรและอาหาร, 2549  
 
2.1.8 ปญหาสารตกคาง ในกลุมเตตราซัยคลินในประเทศไทย 
 ประเทศไทยมรีายไดจากการสงสินคาออกไปจําหนายตางประเทศเปนจํานวนมากและ
สินคาออกที่สําคัญ ซึ่งไดแก สินคาดานเกษตรกรรม ในแตละปประเทศไทยสงสินคาออกประเภท
อาหารไปจําหนายตางประเทศมีมูลคากวา 300,000 ลานบาทหรอืรอยละ 10 ของมูลคาการ
สงออกสินคาทั้งหมดของประเทศ ในจํานวนนีเ้ปนรายไดจากการสงออกกุงประมาณ 97,000 ลาน
บาทและไกประมาณ 38,000 ลานบาท จึงทาํใหอุตสาหกรรมกุงและไกเจริญเติบโตอยางรวดเรว็ 
สําหรับประเทศที่เปนลกูคาที่สําคัญ ไดแก สหรัฐอเมริกา ญี่ปุนและกลุมประเทศสหภาพยุโรป  
ประเทศไทยพบปญหาสารปฏิชีวนะตกคางในเนื้อกุงที่สงออกไปขายในประเทศญี่ปุนและตรวจพบ
สารออกซีเตตราซัยคลิน ทําใหตองมีการทาํลายสนิคาในป พ.ศ. 2538 (อมรชัย สมเจตนเลิศเจริญ, 
2545) และจากขอมูลการตรวจสอบสารปฏิชีวนะตกคางออกซีเตตราซัยคลินและออกโซลินกิแอซิด 
ในผลิตภัณฑกุงกุลาดําแชเยือกแข็ง จากโรงงานผูผลิตอาหารทะเลสงออกในเขตจังหวัดภาคใต
ตอนบน ระหวางเดือนมกราคม 2540 ถึงเดือนธันวาคม 2542 ผลการตรวจสอบพบวา จาก
ตัวอยางทัง้หมด 1,092 ตัวอยาง มีออกซเีตตราซัยคลินตกคาง จํานวน 173 ตัวอยางคิดเปนรอยละ 
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15.84 และออกโซลินกิ แอซดิตกคาง จํานวน 53 ตัวอยางคิดเปนรอยละ 4.85  ซึ่งปริมาณออกซีเต
ตราซัยคลินตกคางอยูในชวง 0.001-0.74 ไมโครกรัมตอกรัม ซึง่เกนิมาตรฐานที ่ Codex กําหนด 
สวนออกโซลินกิ แอซิด มปีริมาณตกคางอยูในชวง 0.001-0.04 ไมโครกรัมตอกรัม ซึ่งอยูใน
มาตรฐานที ่Codex กําหนด (ประทุมวัลย สงคง, 2544) 
 สหภาพยุโรปตรวจพบสารตกคาง เชน คลอแรมเฟนนคิอล ในสินคาน้าํผึ้งจากประเทศจีน 
ทําใหเราทราบวามีปญหาสารตกคางในน้าํผึ้ง แสดงวาระบบการผลิตและจัดการความปลอดภยั
ของน้ําผึง้ตลอดวงจรยงัไมมมีาตรการที่ดพีอ จึงมกีารกําหนดคาปรมิาณสูงสุดของสารตกคางทีพ่ึง
มีไดในน้ําผึง้ สําหรับประเทศออสเตรเลีย กําหนดใหพบสารออกซีเตตราซัยคลินตกคางในน้าํผึ้งได 
0.3 ppm สําหรับประเทศญี่ปุน กําหนดใหตรวจพบสารในกลุมเตตราซัยคลินตกคาง เชน ออกซเีต
ตราซัยคลิน คลอเตตราซัยคลิน และ เตตราซัยคลิน ไดมากที่สุด  0.3 ppm เชนเดียวกัน  

สารปฏิชีวนะในกลุมเตตราซยัคลิน นิยมนาํไปใชอยางไมถูกตองโดยใชเปนสารเรงการ
เจริญเติบโตโดยใชผสมในอาหารสัตว ไดแกคลอเตตราซัยคลินและออกซีเตตราซัยคลินทาํใหสัตว
ไดรับสารนั้นในปริมาณนอย เปนระยะเวลานาน สงผลใหเกิดการดื้อยา    รวมถงึการไมมีระยะการ
หยุดใชยาตามที่กาํหนดกอนการจับ หรือ สงโรงฆาสัตว    เปนสาเหตุใหเกิดการตกคางของสารปฎิ
ชีวนะในเนื้อสัตวในระดับที่สูงกวาคา MRLs โดยการใชยาปฏิชีวนะในกลุมเตตราซัยคลิน ในแงเปน
สารเรงการเจริญเติบโตไดถูกหามในป 2545  (กระทรวงเกษตรและสหกรณ, 2546) 

การใชออกซีเตตราซัยคลินนิยมใชในรูป HCl salt และ Quaternary ammonium salt โดย
นํามาผสมกบัอาหารที่ใชเลีย้งกุงหรือผลิตในรูปอาหารเม็ดที่ใชเปนยา (Medicated diet) ใหมี
ความเขมขนประมาณ 2-5 กรัมตอกิโลกรัมของอาหาร จากงานวจิยัพบวา การใชออกซีเตตรา
ซัยคลินเขมขน 5 กรัมตอกิโลกรัมของอาหาร ทําใหมียาตกคางในกุง 0.1-20 มิลลิกรัมกรัมตอ
กิโลกรัม ในชวงระยะหยุดใหยา 10 วนั ซึ่งการไดรับยาในระดับที่ต่าํกวาระดับรักษาโรคนีท้ําให
แบคทีเรียในรางกาย เกิดการดื้อยา (เจนนชุ วองธวัชชัย, 2547) 

กระทรวงสาธารณสุข ไดมีประกาศกระทรวง ฉบับที ่ 231 พ.ศ. 2544 เร่ืองอาหารที่มียา
สัตวตกคางและไดมีการทบทวนในประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบับที ่ 303 ปพ.ศ. 2550 เพือ่
เปนการปองกนัการเกิดพิษสะสมจากการบริโภคอาหารซึ่งมีการตกคางจากยาสัตวโดยกําหนด 
MRLs ซึ่งไม ใหเกนิปริมาณที่กําหนดไว (กระทรวงสาธารณสุข, 2550) 
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2.1.9 วิธีการตรวจติดตามสารตกคางในกลุมเตตราซัยคลิน 
 2.1.9.1 วิธีทางเคม ี

2.1.9.1.1  High Performance Liquid chromatography (HPLC) 
การตรวจวิเคราะหหาปริมาณสารปฏิชีวนะตกคางในผลติภัณฑจากสตัวนิยมใช

วิธีทางเคมีดวยเครื่อง HPLC ซึ่งเปน โครมาโทกราฟของเหลวที่มีความสามารถสงู ซึง่
สามารถแยกสารเคมีภายใตความดันของเหลว โดยเทคนิคนี้เปนการวิเคราะหสารเชิง
คุณภาพวิเคราะห (qualitative analysis) และปริมาณวิเคราะห (quantitative analysis) 
ที่นยิมใชมาก  

HPLC เปนเทคนิคแยกสารผสมแบบใชเครื่องสูบแรงดันสูง (high pressure 
pump) สูบตัวทาํละลายซึ่งทําหนาทีเ่ปนเฟสเคลื่อนที่ (mobile phase) พาสารตัวอยางที่
ถูกฉีด ผานอนุภาคที่เปนเฟสอยูกับที่ (stationary phase) ซึ่งบรรจุอยูในคอลัมน 
(column) สารผสมตัวอยางจะเคลื่อนที่ผานคอลัมนและถูกแยกออกมา ผานเขาสูเครื่อง
ตรวจวัด (detector) ในเวลาที่ตางกนั สัญญาณที่วัดไดจะอยูในรูปสัญญาณไฟฟาตาม
เวลาและปริมาณของสารแตละตัวที่ตรวจวัดได จากนัน้สัญญาณจะถูกสงไปยังเครื่อง
บันทกึสัญญาณ เพื่อแสดงผลออกมาเปนโครมาโทแกรม (chromatogram) ในป 2003 
Cherlet และ คณะ ไดพัฒนาเทคนิค HPLC positive electrospray ionization mass 
spectrometry ในการตรวจ OTC และ 4-epiOTC ในเนือ้ลูกวัว โดยพบวาใหความเขมขน
ต่ําที่สุดที่สามารถตรวจวัดได (LOD) ของ OTC และ 4-epiOTC เทากับ 0.8-48.2  ppb 
ตอมาในป 2008 Maia และ Rath ไดพัฒนาการใช HPLC โดยใช fluorescence detector 
ในการตรวจหาปริมาณ OTC ตกคางในมะเขือเทศ พบวาใหคาความเขมขนต่ําสุดของการ
ทดสอบเชิงปริมาณ (LOQ)  ที่ระดับตํ่ากวา 250 ppb 

 
2.1.9.1.2  Liquid Chromatography-Mass Spectrometry  (LC-MS) 
การใชเทคนิค Liquid Chromatography-Mass Spectrometry  (LC-MS) เปน

วิธีการวิเคราะหที่ผสมระหวางการแยกสาร ซึ่งอาศัยหลักการของโครมาโทกราฟและการ
ตรวจวัดโดย mass spectrometer การผสมของเทคนิคทั้ง 2 นี้ชวยเพิ่มความสามารถใน
การวิเคราะห และความไวของการวิเคราะหซึ่งสามารถเลือกใชชนิดของ mass 
spectrometer ใหเหมาะสมกับชนิดของสารตัวอยางได LC-MS ไดเขามามีบทบาทอยาง
มากในงานวิจยัดานการตรวจหาสารพิษ หรือยาที่ตกคางในอาหาร LC-MS คือเทคนิค
วิเคราะหทางเคมีที่ใชหลกัการเปลี่ยนสารตัวอยางใหเปนไอออน (ionization) ซึ่งเหมาะ
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สําหรับการวิเคราะหสารเชงิคุณภาพและเชิงปริมาณ เนื่องจากสามารถตรวจสอบยืนยนั
ระบุชื่อสารในระดับที่ต่ํามาก ไดอยางแมนยํา และใชสารตัวอยางในปริมาณนอย  

ในป 2005 Anderson และคณะ ไดใชเทคนิค LC-MS-MS ในการตรวจหาสารใน
กลุมเตตราซัยคลินตกคางในกุงและน้าํนมซึ่งสามารถตรวจวัดสารในกลุมเตตราซัยคลินใน
เชิงปริมาณในกุงและน้ํานม ไดในระดับ 25-400 และ 50-300 ppb ตามลําดับ 

 
2.1.9.1.3 ชุดตรวจสอบทางเคมี 
ใชหลักการของ colorimetric method โดยปฏิกิริยาการเกิดสีระหวางน้ํายา

ทดสอบกับยาแตละชนิดเกิดสีที่แตกตางกนั มวีิธีการงาย รวดเร็วใชสะดวก รูผลทันทีราคา
ถูก คาใชจายนอยไมตองใชผูมีความเชีย่วชาญในการทดสอบ นําไปตรวจในพื้นที่ได  
ทราบผลชนิดยาหลายชนิดพรอมกันตอการตรวจ 1 คร้ัง บอกไดถึงชนิดยาแตละชนิด ใชได
ทั้งการตรวจเพื่อการพิสูจนชนิดยาและระดับของการปนเปอน ใชตรวจ ได 30- 60 ซ้ําตอ
ชุด มีอายุการเก็บรักษาไดมากกวา 12 เดือน แตมีขอจํากดั คือ สามารถตรวจสอบปริมาณ
คลอเตตราซัยคลินและออกซีเตตราซัยคลินไดคอนขางสงู คือ 6 และ 5.36 ppm 
ตามลําดับ ซึง่ผลิตโดยกรมปศุสัตวใชชื่อวา Tetra Test Kit ซึ่งสามารถตรวจสอบคลอเต
ตราซัยคลินและออกซีเตตราซัยคลิน (แพรวพรรณ หองทองแดง และคณะ, 2548) รวมถึง
ชุดทดสอบสารปฎิชีวนะและสารตานจุลชีพตกคางในเนือ้สัตวและนมกรมวิทยาศาสตร 
การแพทย ซึง่ใชหลักการของ colorimetric เชนเดียวกนัโดยสามารถตรวจสอบสารตกคาง
ในกลุมของ Tetracycline Penicillin Macrolide Aminoglycoside และ Sulfonamide 
โดยใชน้ํายาขึน้อยูกับกลุมยาที่ตองการตรวจหา  ชุดทดสอบนี้มีความถูกตอง 95.9% 
ความไว 92.6% ความ จําเพาะ 96.9% (สํานักคุณภาพและความปลอดภัยอาหารดาน
อาหาร กรมวทิยาศาสตร การแพทย, 2551) 

 
 2.1.9.3 วิธีทางภูมิคุมกนัวิทยา (Immunological method) 

เปนเทคนิคในการตรวจวิเคราะหสารตกคางโดยใชหลักการภูมิคุมกันวทิยา เชน 
Radioimmunoassay (RIA) ซึ่งเปนเทคนิคที่มีความไวสูง แตพบปญหาในการเก็บสาร
กัมมันตภาพรงัสีที่ใชในการตรวจสอบ และ Enzyme-linked immunosorbent assay 
(ELISA) เปนเทคนิคที่ใชกันอยางกวางขวางในการตรวจหาสารตกคางในสัตวเลี้ยงและ
ผลิตภัณฑจากสัตวเลี้ยง โดยอาศัยหลกัการของแอนตเิจนและแอนตบิอดี ที่จาํเพาะตอ
แอนติเจน ซึ่งเปนวิธทีี่ประหยัด มีความรวดเร็ว มีความแมนยําสงู ในงานวิจยัของ Zhang 
และคณะ (2007) ใชเทคนิค Competitive ELISA ในการตรวจวัดเตราซัยคลินในน้ํานม ซึ่ง
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สามารถใหคา Inhibition concentration (IC50) ที ่ 3.92 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  Joen 
และคณะ (2008) ไดนําโพลีโคลนอลแอนติบอดีตอ TC ที่ไดจากแกะ มาพฒันาเทคนิค 
Biotin-avidin competitive ELISA โดยการหาสภาวะทีเ่หมาะสมตอการทดสอบซึ่งพบวา
สามารถตรวจวัดเตตราซัยคลินในน้ํานมไดในระดับ 0.048 ไมโครกรัมตอลิตร  

 
2.1.10.ทฤษฎีทางภูมิคุมกันวิทยา 
 
2.1.10.1. แอนติเจน (Antigen, Ag) 

แอนติเจน คือ สารซึ่งสามารถชักนาํใหรางกายมีการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันหรือสราง
แอนติบอดี ชนิดจําเพาะ และสามารถทาํปฏิกิริยาจําเพาะกับแอนติบอดีนั้น ๆ  

ซึ่งแอนติเจนจะตองมีคุณสมบัติ 2 ประการคือ 
1. Immunogenicity คือ ความสามารถทีจ่ะชักนําการตอบสนองของระบบภูมิคุมกัน

อยางจาํเพาะ  
2. Specific reactivity คือ ความสามารถทําปฏิกิริยาจําเพาะกบัแอนติบอดี ที่ทาํให

เกิดขึ้นได 
อีพิโทป (Epitope) หรือ antigenic determinant คือตําแหนงยอย ๆ บนแอนติเจน

ที่สามารถทําปฏิกิริยากับแอนติบอดีที่จําเพาะ โดยแอนติเจน  1 โมเลกุลจะมีอีพิโทป 
จํานวนมากและมีจํานวนไมเทากันขึน้อยูกบัชนิดของแอนติเจนนัน้ๆ สารทีม่ีความเปน 
อิมมูโนเจนจะตองมีคุณสมบัติดังนี ้

 
1. มีความเปนสิง่แปลกปลอม ( foreignness)  

โมเลกุลที่จะชกันําใหรางกายเกิดการตอบสนองทางภูมคิุมกันได จะตองเปน
ส่ิงแปลกปลอมที่โดยปกติจะไมพบอยูในรางกาย หรือ อาจเปนสิ่งทีอ่ยูในรางกายแต
ไมเคยไดสัมผัสกับระบบภูมคิุมกันโดยทัว่ไปสารจากสิง่มชีีวิตที่มีความสัมพันธทาง
วิวัฒนาการหางกนัมากมกัจะมีโครงสรางแตกตางกนัมาก 

2. คุณสมบัติทางฟสิกส 
2.1 ขนาดโมเลกุล โมเลกุลที่มีขนาด 5,000-10,000 ดาลตัน สามารถกระตุน 

ภูมิคุมกันในระดับตํ่า ๆ ได สวนอิมมโูนเจนทีก่ระตุนการตอบสนองของระบบ
ภูมิคุมกันที่มปีระสิทธิภาพสูงจะมีขนาด 100,000 ดาลตัน เนื่องจากการที่มีขนาด
โมเลกุลใหญข้ึนจะมีอิพิโทปมากขึ้น และ มาโครฟาจจะสามารถจับกินไดดีมาก
ข้ึน 
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2.2 โครงสรางโมเลกุล แอนติเจนทีม่ีโครงสรางและองคประกอบทางเคมีที่
ซับซอน (complex) จะสามารถกระตุนระบบภูมิคุมกนัไดดี โปรตีนบางชนิดเปน
โมเลกุลเดี่ยว จะไมสามารถกระตุนระบบภูมิคุมกัน แตโปรตีนนั้นประกอบดวย
หลายโมเลกุล หรือ มกีารเกาะกลุม จะสามารถชกันาํใหรางกายสรางแอนติบอดี
ได รวมถงึความซับซอนของลักษณะโมเลกุลดานอืน่ ๆ เชน โฮโมโพลเิมอร 
(Homopolymer) ซึ่งประกอบดวยกรดอะมิโนหรือน้าํตาลเพยีงชนิดเดียวจะขาด
ความเปนอิมมูโนเจน แมวาจะมีขนาดใหญก็ตามแตถานําโมเลกุลขนาดเล็กอื่น ๆ 
หรือเพิ่มความซับซอนทางเคมีเปนโคพอลิเมอร (co-polymer) ก็จะทาํใหมี
คุณสมบัติในการกระตุนภูมคุิมกันได 

ลักษณะการจดัเรียงตัวของโปรตีนทั้ง 4 ระดับ มีสวนเกีย่วของกับความ
ซับซอนดานโครงสรางซึ่งมผีลตอการเปนอิมมูโนเจนของสาร ดังภาพ 2.3 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
             ภาพที่ 2.3 โครงสรางของโปรตีน โครงสรางปฐมภูมิ(Primary structure),  โครงสราง 
                             ทุติภูมิ (Secondary structure), โครงสรางตติยภูม ิ(Tertiary structure) และ 
                             โครงสรางจตุรภูมิ  (Quaternary structure)  (Keith, W. 2005 ) 

 
2.3 ประจุ (charge) ความเปนอมิมูโนเจนไมข้ึนกับประจุของแอนติเจน แตจะ

มีผลตอประจุของแอนติบอดีที่เกิดขึ้น  
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2.4 ทางที่สามารถเขาถึง (accessibility) การเรียงตัวของอพิิโทปทีห่นาแนน
เกินไปอาจทาํใหระบบภูมิคุมกันไมสามารถรับรูได ดังนัน้จะตองมกีารเรียงตวัที่
เหมาะสม จึงจะทาํใหเกิดการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันได 

 
3. คุณสมบัติทางเคมี 
  สารอินทรียทัง้หลาย รวมทัง้จุลชีพและผลผลิตของจุลชีพ เชน พิษ หรือ แมสาร
สังเคราะหบางชนิด ก็สามารถเปนแอนตเิจนได โดยสารประเภทโปรตีนเปนแอนติเจนที่ดี
ที่สุด คารโบไฮเดรตบางชนดิก็สามารถเปนแอนติเจนทีด่ีได  กรดนิวคลีอิกไมใชแอนติเจนที่
ดีและไขมันไมเปนแอนติเจน  นอกจากนีส้ารที่จะเปนแอนติเจนที่ดีไดจะตองถูกฟาโกซัยท
จับกินและถูกยอยในฟาโกซยัท แลวไดโครงสรางที่เหมาะสม ซึง่จะเปนแอนติเจนไป
กระตุนระบบภูมิคุมกันของรางกายได 

 
4. ความสามารถในการถกูแปรรูปและนําเสนอ  
 พัฒนาการของระบบภูมิคุมกันแบบหลัง่แอนติบอดีและภูมิคุมกันแบบพึ่งเซลล 
ตองการการเกดิปฏิกิริยาระหวางท-ีเซลล กับ แอนติเจนทีถู่กแปรรูปและนําเสนอรวมกับ
โมเลกุลของ MHC โดยแอนติเจนจะถูกนาํเสนอรวมกับ class II MHC บนผวิของเซลล
นําเสนอตอ TH หรือแอนติเจนบนผวิเซลลที่เปลี่ยนแปลงไปถูกนําเสนอรวมกับ class I 
MHC นําเสนอตอ TC กรณีของโมเลกุลขนาดใหญที่ไมสามารถถกูยอยสลายไดเมื่อถูก
นําเสนอรวมกบัโมเลกุลของ MHC จะมีการเปนอิมมูโนเจนต่ํา   

 
5. คุณสมบัติที่เกีย่วกับ host  
 ความเปนอิมมูโนเจน จะตองเกี่ยวของกบั host ซึ่งแตกตางกนัเมื่อตางชนิดกัน 
หรือ ตางบุคคล ข้ึนกับพันธกุรรม อาย ุและอาหาร ทั้งนี้ข้ึนกับยีนที่ควบคุมการตอบสนอง
ของระบบภูมิคุมกันในสัตวนั้น  

 
6.  ปริมาณและเสนทางการใหแอนติเจน 
 การใหแอนติเจนปริมาณต่ําเกินหรือสูงเกนิไปจะไมสามารถกระตุนการตอบสนอง
ของระบบภูมิคุมกันได เนื่องจากมปีริมาณแอนติเจนนอยเกนิไปทีจ่ะกระตุนลิมโฟชัยท 
หรืออาจเปนเพราะกอใหเกดิการชักนาํใหเกิดสภาวะไมตอบสนองขึ้น (tolerance) การให
แอนติเจนเพียงครั้งเดียวโดยทั่วไปจะไมสามารถชักนําใหเกิดการกระตุนรุนแรง จึงตองให
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ซ้ํา  กนั หลาย ๆ คร้ัง เปนระยะเวลานานหลายสัปดาห จงึจะสามารถกระตุนใหเกิดการ
ตอบสนองที่รุนแรงได  
 เสนทางการใหแอนติเจนทัว่ ๆ ไป ไดแก 

- การฉีดเขาหลอดเลือดดํา (Intravenous injection) 
- การฉีดเขาใตผิวหนัง (Intradermal injection) 
- การฉีดเขาชัน้เนื้อเยื่อเกี่ยวพนัใตผิวหนงั (Subcutaneous injection) 
- การฉีดเขากลามเนื้อ (Intramuscular injection) 
- การฉีดเขาชองทอง (Intraperitoneal injection) 

เสนทางการใหแอนติเจนเกีย่วของกับอวัยวะในระบบภมูิคุมกันซึง่มีเซลลตาง ๆ สะสมอยู
จะมีผลตอการตอบสนองของแอนติเจน การใหเขาสูหลอดเลือดดํา แอนติเจนจะถกูนําเขา
สูมามกอน ในขณะที่ฉีดเขาสูรางกายบริเวณตางๆ แอนติเจนจะเขาสูตอมน้ําเหลืองบริเวณ
นั้น การเปลีย่นแปลงของเซลลในอวัยวะตอมน้ําเหลืองจะเปนตวับอกถึงสภาวะการตอบ 
สนองของระบบภูมิคุมกัน (สุทธิพนัธ สาระสมบัติ, 2541 และ ไพศาล สิทธิกรกุล, 2548) 

 
2.1.10.2. แอนติบอดี (Antibody, Ab) 
 แอนติบอดีหรืออิมมูโนโกลบลิูน (immunoglobulin, Ig) เปนโปรตีนทําหนาที่จบักับแอนติ- 
เจนถกูสรางจากเม็ดเลือดขาวชนิด บ-ีลิมโฟไซต ที่เปลี่ยนแปลงเพื่อทําหนาทีห่ลั่งแอนติบอดี
เรียกวาพลาสมาเซลล (plasma cell) แอนติบอดีที่หลัง่เขาสูระบบหมนุเวยีนโลหิตจะทําหนาที่เปน
ตัวจักรสําคัญของระบบภูมิคุมกันแบบหลัง่แอนติบอดี (humoral immunity) โดยจะทาํหนาที่ใน
การตรวจจับการสลายพิษ (neutralization) และการกาํจัดแอนติเจนออกจากรางกาย 
 โครงสรางพื้นฐานของอมิมูโนโกลบุลิน 1 โมเลกุล ประกอบดวย สายโพลีเพปไทด 4 สาย 
คือ โปรตีนสายยาว (heavy chain, H) 2 สายทีเ่หมือนกัน ประกอบดวยกรดอะมิโนประมาณ 450-
550 ตัว และ โปรตีนสายสัน้ (light chain, L) 2 สายที่เหมือนกัน ประกอบดวยกรดอะมิโน 211-
217 ตัว เชื่อมตอกันดวยไดซัลไฟดบอนด  ปลายขางหนึง่ของสายโพลีเพปไทด จะเปนกรดอะมโิน 
เรียกปลายขางนีว้า N หรือ amino terminal  สวนปลายอีกขางหนึ่งเปนคารบอกซลิิก เรียกปลาย
ขางนีว้า C หรือ carboxy terminal แตละสายของ light chain และ heavy chain จะประกอบดวย
สวนที่มีการเรียงตัวของกรดอะมิโนไมคงที ่ เรียกวา V (Variable region) และสวนที่มีการเรียงตวั
ของกรดอะมิโนคงที่เรียกวา C (Constant region) ดังภาพที ่ 2.4 นอกจากนี้ยงัสามารถแบง light 
chain ไดเปน ชนิด κ และ γ และแบง heavy chain ไดเปน 5 ชนิด คอื  γ µ α δ และ ε  ใชเปน
ตัวกําหนดคลาส (class) ของแอนติบอดี ไดแก IgG IgM IgA IgD และ IgE ตามลําดับ แอนติบอดี
แตละโมเลกุลประกอบดวย H chain และ L chain ที่เหมอืนกนัอยางละ 2 สาย  
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 ความแตกตางเล็กนอยของลาํดับกรดอะมิโนของ H chain ชนิด α และ γ ทําใหแยก
ออกเปนกลุมยอยได ในมนษุย α chain มี 2 กลุมยอย (α1 และ (α2 ) และกรณีของ γ ม ี 4 กลุม
กลุม γ1 γ2  γ3 และ  γ4   

โครงสรางของ Ig กําหนดโดยโครงสรางปฐมภูมิ โครงสรางทุติยภูม ิ โครงสรางตติยภูม ิ
และโครงสรางจตุรภูมิ โครงสรางปฐมภูมปิระกอบดวยลําดับกรดอะมิโนสวน ของ V และ C ของ H 
chain และ L chain กรณีของโครงสรางทตุิยภูมิเกิดจากการพับทบกนัไปมาของสายเพปไทด แบบ 
β-pleated sheet เสถียรภาพของโครงสรางนีเ้กิดจากพันธะไฮโดรเจนและพนัธะไดซัลไฟดภายใน
สายทีเ่ชื่อมระหวางสายเพปไทปทีพ่ับไปมา ซึง่สายเพปไทปมวนทับเปนโครงสรางตติยภูมิอัดแนน
เปนกอน (globular domain) และสวนของโดเมนที่อัดแนนเปนกอนตาง ๆ ของ H-chain และ  
L-chain รวมกันเปนโครงสรางจตุรภูมิ พบวามีในสวน variable region ของทั้ง heavy chain และ 
light chain จะมี  hypervariable segment ส้ัน ๆ อยู  3 ชวง ซึ่งแตละชวงประกอบดวยกรดอะมิโน 
3-11 ตัว ทีม่ีความเปลี่ยนแปลงการเรียงตัวของกรดอะมิโนบอยกวาบริเวณอืน่ ๆ เรียกสวนนี้วา 
Complementarity Determining Region (CDR) ซึ่งเปนสวนที่มีหนาที่สําคัญในการจับกบั
แอนติเจน เนื่องจากการเปลีย่นแปลงการเรียงตัวของกรดอะมิโนในบริเวณนี้จะทําใหเกิดความ 
จําเพาะตอแอนติเจนตาง ๆ ไดมากมาย  

คุณสมบัติของอิมมูโนโกลบูลิน มีการทําหนาที ่ 2 แบบ คือ  จับกับแอนติเจนโดยใชสวน
ของ V region ของ H และ  L chain และการกระตุนใหเกิดการเปลีย่นแปลงทางชีวภาพโดยสวน
ใหญเกี่ยวของกับสวน C region ของ H และ L chain ไอโซไทปตาง ๆ ของแอนติบอดีเกิดจาก
ตําแหนงของแอนติเจนในบริเวณคงที่ ที่ซึง่ใชจําแนกคลาส (class) และสับคลาส (subclass) ของ 
H chain และ L chain ซึ่งแตละ ไอโซไทป ถูกถอดรหัสจากยนีตาง ๆ แยกกัน สัตวชนิดเดียวกันจะ
พบสวนของบริเวณคงที่เหมอืนกนัซึ่งจะมกีารแสดงออกทุก ๆ ไอโซไทป สัตวตางชนิดมีสวนของ
บริเวณคงที่ตางออกไป  

คลาส หรือ ไอโซไทป (Isotype)   ของ Ig ชนิดตาง ๆ      แตกตางกนัในสวนของลําดับกรด 
อะมิโนในสวนของโปรตีนสายยาวในบริเวณคงที ่ ทาํใหแอนติบอดีมีโครงสรางและบทบาทการ
ทํางานแตกตางกนัไป ดังนั้นอิมมูโนโกลบูลินทัง้ 5 class คือ IgG IgA IgM IgD และ IgE จึงมี
คุณสมบัติแตกตางกันไปดังสรุปไวใน ตารางที ่  2.7 และลักษณะของ Ig ชนิดตาง ๆ แสดงไวดัง
ภาพที ่2.5 

นอกจากนัน้ IgG ยังสามารถแบงไดเปน 4 กลุมยอย (subclass) บนบริเวณคงที่ของ
โปรตีนสายยาวชนิด γ ไดแก γ1 γ2  γ3 และ γ4 ทําใหเปน subclass IgG1 IgG2a IgG2b และ 
IgG3 ตามลําดับ ทั้ง 4 ซับคลาสนี้ถอดรหัสจากยนีตางกนัจึงมีลําดบักรดอะมิโนคลายกนัประมาณ 
90-95% โครงสรางลกัษณะที่แตกตางกนัของแตละสบัคลาส ไดแก ขนาดของขอพับ จาํนวนและ
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ตําแหนงของพันธะไดซัลไฟด ภายในสายระหวาง H chain (สุทธพินัธ สาระสมบัติ, 2541 และ 
ไพศาล สิทธิกรกุล, 2548) 

 
 

ภาพที ่2.4 โครงสรางพื้นฐานของแอนติบอดี 
                                                  ที่มา : ไพศาล สิทธกิรกุล, 2548 
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ภาพที ่2.5 โครงสรางของแอนติบอดีทั้ง 5 ไอโซไทป 
                                                   ที่มา : Mayer, G. 2009 
 
2.1.10.3. การกระตุนบ-ีลิมโฟไซต ใหสรางภูมิคุมกนัแบบหลั่งแอนติบอดี 

เซลล บี-ลิมโฟไซต (B-lymphocyte) หรือ บีเซลล (B-cell) จะถูกกระตุนภูมิคุมกนัทําให 
เกิดการสรางแอนติบอดีที่มีความจาํเพาะ (specific antibody) ซึ่งแอนติบอดีเปนไกลโคโปรตีนที่
สามารถจับอยางจําเพาะกบัโมเลกุลชนิดตางๆ ได โดยโมเลกุลของแอนติบอดีจะมบีริเวณจําเพาะ
ที่จะจับกับแอนติเจน ความจําเพาะของบ-ี เซลล เกิดจากการแสดงออกของตัวรับบนผิวเซลล เมือ่
บี-เซลลมีการจับกับแอนติเจนทีเ่หมาะสมตรงบริเวณทีจ่ับ (binding site) ของแอนติบอดีบนผวิ
เซลล บี-เซลลจะถูกกระตุนใหแบงเซลลอยางรวดเร็วและพัฒนาเปนเซลลความจาํ (Memory  
B-cell) และ บางสวนพฒันาเปนพลาสมาเซลล (plasma cell) ทําหนาที่หลั่งแอนติบอดีที่มี
ความจาํเพาะเหมือนกับแอนติบอดีบนผิวเซลลและเขาสูระบบหมนุเวยีนโลหิต (สุทธิพนัธ สาระ
สมบัติ, 2541 ) 
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ตารางที่ 2.6 คุณสมบัติและการออกฤทธิท์างชีวภาพของอิมมูโนโกลบลิูน คลาสและสับคลาสตางๆ 
 

สมบัติ/ ปฏิกิริยา IgG1 IgG2 IgG3 IgG4 IgA IgM IgE IgD 
น้ําหนกัโมเลกลุ (kDa) 150 150 150 150 150 -

600 
150 -
600 

190 150 

ชนิดโปรตีนสายยาว γ1 γ2 γ3 γ4 α µ ε δ 

ระดับในซีรัม (mg/ml) 9 3 1 0.5 3.0 1.5 0.0003 0.03 
คร่ึงชีวิตในรางกาย
(วัน) 

23 23 8 23 6 5 2.5 3 

กระตุนระบบ 
คอมพลีเมนต 

+ +/- ++ - - +++ - - 

ผานรก + +/- ++ - - - - - 
พบบนผวิ บี-เซลล - - - - - + - + 
จับกับตัวรับ Fc ของ 
แมคโครฟาจ 

++ +/- ++ + - + - - 

พบในสารคัดหลั่ง - - - - ++ + - - 
ชักนาํการปลอยสารใน
มาสตเซลล 

- - - - - - + - 

 
++   สูง, +   ปานกลาง, +/-   เลก็นอย และ  -   ไมม ีระดับการทาํงานแสดงโดยเครื่องหมาย   

 
                 
ที่มา : ไพศาล สิทธิกรกุล, 2548  

2.1.10.4.ความแตกตางระหวางโพลโีคลนอลแอนตบิอดีและโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
เมื่อมองในระดับโมเลกุลแลว โพลีโคลนอลแอนติบอดี (polyclonal antibody) คือ โมโน

โคลนอลแอนติบอดี (monoclonal antibody) หลาย ๆ ชนิดรวมกนั เนื่องจากแอนติเจนแตละชนดิ
มีอิพิโทปจํานวนมาก จึงสามารถชกันาํการกระตุนการตอบสนองโดยโคลนตางๆ ของบีเซลล
จํานวนมากทีต่รวจจับแตละอิพิโทปเปนผลใหมีการสรางแอนติบอดีหลายชนิดปนอยูในซีรัม 
แอนติบอดีที่จาํเพาะกับแตละอพิิโทปรวมอยูในซีรัม เรียกวาโพลโีคลนอลแอนติบอดี แตความ
หลากหลายของแอนติบอดีในซีรัมบางครั้งอาจลดประสทิธิภาพ หรือ กอใหเกิดปญหาในการใช
นอกรางกาย เชน ในการวนิิจฉัย การรักษา รวมถึงในงานวิจยัตาง ๆ เนื่องจากปฏิกิริยาขามของ
แอนติบอดี กับแอนติเจนที่ปนเปอนอยูในซีรัมมีอยูหลายชนิด การใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่
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สรางจากโคลนตนกาํเนิดเพยีงโคลนเดียวของบี-เซลลทีม่ีความจาํเพาะตออิพิโทปเพยีงตําแหนง
เดียวบนแอนติเจน จะสามารถแกปญหาเหลานี้ได โดยความแตกตางระหวางแอนตบิอดีทั้ง 2 ชนิด  
จะแสดงดังตารางที ่2.7 

 
ตารางที่ 2.7 คุณสมบัติและขอจํากัดในการผลิตระหวางโพลโีคลนอลแอนติบอดีและโมโนโคลนอล 

      แอนติบอดี  
คุณสมบัติ โพลีโคลนอลแอนติบอดี โมโนโคลนอลแอนติบอดี 

   
ความจาํเพาะ 
(specificity) 

ความจาํเพาะต่ํา ทาํใหเกิดปฏิกิริยา 
ขามกับสารอ่ืน ๆ ได 

ความจาํเพาะสูง เนื่องจากจาํเพาะ 
กับอิพิโทปเดยีวของแอนติเจน 

สัมพรรคภาพ 
(affinity) 

จับไดหลายอพิิโทปตอแอนติเจน จับไดอิพิโทปเดียวของแอนติเจน 

ความเขมขนของ
แอนติบอดีที่ผลิต 

ประมาณ 1 mg/ml ประมาณ 100-200 µg/ml 

ปริมาณที่ผลิตได ประมาณ 100 ml จากซีรัมของ 
กระตาย 

เมื่อเลี้ยงในถงึปฏิกรณแบบปนกวน 
ปริมาณไมจํากัด 

ความบริสุทธิข์อง
แอนติบอดีที่ได 

ข้ึนอยูกับแอนติเจนที่ใชกระตุน
จําเปนตองทาํใหบริสุทธิ ์

จําเพาะกบัอิพโิทปเดียว จึงไม
จําเปนตองทาํใหบริสุทธิ ์

เวลาที่ใชผลิต ไมเกิน 6 สัปดาห อยางนอย 4 เดือน 
ตนทนุในการผลิต ต่ํา สูง โดยเฉพาะเวลาเริ่มตน 
ขอดี ตนทนุต่ํา มีความจาํเพาะสูง 
 งายตอการผลติ ผลิตไดไมจํากัด 
 ใชเวลาในการผลิตนอย แอนติบอดีที่ไดมีคุณภาพสม่ําเสมอ 
ขอเสีย คุณภาพแอนติบอดีที่ไดแตละครั้ง

ไมสม่ําเสมอ 
เสียเวลาและแรงงาน 
ในการผลิตมาก 

   
 
 
 
 
 



 28
 
2.1.10.5. การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยใชหลักการของ somatic hybridization 
 การใชกระบวนการทางเคมีเพื่อแยกโมโนโคลนอลแอนติบอดีออกจากโพลีโคลนอล
แอนติบอดีทําไดยากมาก ในป ค.ศ. 1975  Kohler, G.และ Milstein, C. ไดมีแนวทางในการผลติ
โมโนโคลนอลแอนติบอดีได ซึ่งไดกลายเปนเทคโนโลยีทีสํ่าคัญทางภูมคิุมกัน จากการนําบ-ีเซลล ที่
ถูกกระตุนดวยแอนติเจนทีต่องการมารวมกับเซลลมะเร็งของพลาสมาหรือเซลลมยัอีโลมา 
(myeloma cell) ไดเปนเซลลลูกผสม หรือ เซลลไฮบริโดมา (hybridoma cell) ซึ่งมีคุณสมบัติทีด่ี
ของทั้งเซลลตนกําเนิดทั้ง  2 คือ สามารถสรางแอนติบอดีไดและสามารถแบงเซลลไดอยางไมจาํกัด 
ทําใหสามารถผลิตโคลนของไฮบริโดมาที่สามารถสรางแอนติบอดีไดจํานวนมากและไมจํากัด
ปริมาณ เทคนคินี้จึงเปนเทคนิคที่มีศักยภาพสูงและสามารถใชในงานตาง ๆ ไดอยางกวางขวาง  
 
2.1.10.6. การสรางและคดัเลือกเซลลไฮบริโดมา  
 นําบ-ีเซลลจากสัตวทีถู่กกระตุนภูมิคุมกนัดวยแอนติเจนที่ตองการใหสรางแอนติบอดีมา
ชักนาํใหเกิดการหลอมรวมกบัเซลลมัยอีโลมา โดยใชวิธกีารหลอมรวมเซลลทางเคม ี ซึ่งใชโพลีเอที
ลินไกลคอล (polyethylene glycol; PEG) ดังภาพที ่2.6    โดยในทางปฏิบัติไมสามารถทีจ่ะหลอม
รวมเซลลทกุเซลลเพื่อผลิตเซลลไฮบริโดมา จงึมีเซลลทีห่ลอมรวมกันเอง ไมหลอมรวม และเซลล
ไฮบริโดมาปะปนกนัอยูจาํนวนมาก   จงึตองทําการคัดเลือกใหมีเฉพาะเซลลไฮบริโดมาเทานัน้ ที่
สามารถเจริญเติบโตตอไปได ดังนัน้จงึจะใชเซลลมัยอีโลมาทีถู่กทําใหมีความบกพรองของเอนไซม 
hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase (HGPRT)  และ thymidine kinase (TK) 
ที่เกีย่วกับกระบวนการสังเคราะหนิวคลีโอไทดใน Salvage pathway ดังภาพที่ 2.7 ซึ่งเมื่อนําเซลล
ที่ผานการหลอมรวมมาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล HAT  ซึ่งมี hypoxanthine aminopterin และ 
thymidine เปนสวนประกอบ aminopterin จะไปขัดขวาง de novo pathway ซึ่งเปนอกี
กระบวนการพืน้ฐานในการสรางนวิคลีโอไทดสวนเซลลไมอีโลมาที่ไมถกูหลอมรวม หรือหลอมรวม
กันเองจะขาดเอนไซม HGPRT และ TK ทําใหไมสามารถเจริญเติบโตตอไปไดในอาหารเลี้ยงเซลล 
HAT เนื่องจากไมสามารถสงัเคราะหนวิคลีโอไทดผานทาง Salvage pathway ได สวนบ-ีเซลลที่
หลอมรวมกันเอง หรือ ไมหลอมรวม กจ็ะเจริญเติบโตในอาหารเลี้ยงเซลล HAT ไดระยะเวลาหนึง่ 
และจะตายไป ดังนัน้จงึมีเพยีงเซลลไฮบริโดมาเทานัน้ทีส่ามารถเจริญเติบโตตอไปได เมื่อไดเซลล
ไฮบริโดมาแลว จงึมีการคัดเลือกเซลลทีส่ามารถสรางแอนติบอดีที่จาํเพาะตอแอนติเจนที่ตองการ
ได วิธีที่ใชคดัเลือกเซลลไฮบริโดมาที่สรางแอนติบอดีไดใชหลักการภูมิคุมกันวิทยา ไดแก วิธ ี
ELISA และ Immunoassay ตาง ๆ หลงัจากพิสูจนไดวาไฮบริโดมาสามารถสรางแอนติบอดีที่
จําเพาะกบัแอนติเจนที่ตองการแลวจําเปนตองทําการโคลนซ้ํา(reclone) เพื่อใหแนใจวาเซลลนัน้ ๆ 
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มีตนกาํเนิดมาจากเซลลเดยีวกนั และ ขยายโคลนเพื่อเพิ่มการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่
ตองการในปรมิาณมากขึ้นตอไป (สุทธิพนัธ สาระสมบัติ, 2541) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

HAT 
media ตาย ตาย 

เซลลไฮบริโดมา 

แอนติเจน 

 Fusion 
 

PEG 

หลอมรวมกัน 
HGPRT+ 

TK+ 
HGPRT+ 

TK+ 

ไมหลอมรวมกัน  
หรือหลอมรวม

กันเอง  
HGPRT- 

TK- 

ไมหลอมรวมกัน  
หรือหลอมรวมกันเอง  

เซลลมยัอีโลมา เซลลจากมาม  

คัดเลือกเซลลไฮบริโดมาที่สรางแอนติบอดี  
 
 

 
ทําเปนเซลลเด่ียว (Limiting dilution) 

 
 เก็บเซลลไฮบริโดมาในไนโตรเจนเหลว โมโนโคลนอลแอนติบอดีในอาหารเลีย้งเซลล 
 
 
 
 

ภาพที ่2.6 ข้ันตอนการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีในหนูทดลอง 
                         ทีม่า  Keith, W. 2005  
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ภาพที ่2.7 แนวทางการสังเคราะหนิวคลีโอไทดโดยใช de novo pathway และ salvage pathway  
                ที่มา : ไพศาล สิทธิกรกุล, 2548 
 
2.1.10.7. หลกัการ Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) 
 หลักการของ ELISA หรือ  enzyme immunoassay (ELA) เปนการพฒันาตอมาจาก การ
ทดสอบดวยวธิี        Radio immunoassay (RIA)        เพียงแตใชเอนไซมแทนการติดฉลากดวย
สารกัมมนัตภาพรังส ี เชื่อมตอกับแอนติบอดี เอนไซมจะเปนตัวเรงปฏิกิริยาเปลี่ยนสับเสรตที่ไมมสีี
เปนผลิตภัณฑที่มีสี (chromogenic subatrate) เอนไซมตาง ๆ ที่ใชในการวิเคราะหดวย วิธี ELISA
ไดแก alkaline phosphatase, horseradish peroxidase, β-galactosidase เปนตน ซึ่งความไว
ของ EIA มีความใกลเคียงกับ RIA และมีขอไดเปรียบที่ความปลอดภัย ความประหยัด รวมถึง
ความสามารถของเอนไซมทีส่ามารถที่จะทาํปฏิกิริยากับสับสเตรทไดหลายโมเลกุล การเปลี่ยนจาก
สารกัมมนัตภาพรังสมีาเปนเอนไซมทาํใหการตรวจมีความสะดวกมากขึ้น ไมตองใชสารกัมมนัต- 
ภาพรังสทีี่มีอันตราย ทิง้ของเสียไดงาย และ ชุดตรวจสอบมีอายุการเก็บที่มากขึน้ เนื่องจากไมตอง
คํานึงถึงการหมดอายุของสารกัมมันตภาพรังสี (ไพศาล สิทธิกรกุล, 2548) 
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 การพัฒนา ELISA รูปแบบตาง ๆ ทาํใหสามารถใชเทคนิคนี้ในการตรวจสอบทั้งแอนติเจน
และแอนติบอดีในแงคุณภาพหรือปริมาณได การตรวจสอบในเชงิปริมาณสามารถทาํไดโดยใช
แอนติเจนหรือแอนติบอดีที่ทราบปริมาณเพื่อเตรียมกราฟมาตรฐานสาํหรับเปรียบเทียบกับผลที่ได
จากการทดสอบตัวอยาง (ธารารัชต ธารากลุ, 2545) 
 
เทคนิค ELISA ที่ใชในงานวิจัยนี้สามารถแบงตามลักษณะไดเปน 2 ประเภท ดังนี ้

1. Indirect ELISA  
วิธี Indirect ELISA  ใชในการหาระดับของแอนติบอดีหลังการกระตุนดวยแอนติเจน 

และใชในการคัดเลือกเซลลไฮบริโดมา ภายหลงัจากการหลอมรวมเซลล ทําไดโดยเติมซีรัมหรือ
อาหารเลี้ยงเซลลที่มีแอนติบอดีที่จําเพาะกบัแอนติเจนทีก่นหลุมแลวลางแอนติบอดีที่ไมจับกับ
แอนติเจนที่กนหลุมออก หลังจากนัน้ตรวจสอบแอนติบอดีที่จับกับแอนติเจนโดยใชแอนติบอดีตัวที่
สอง ที่ติดฉลากดวยเอนไซม โดยแอนติบอดีตัวที่สองจะมีความจาํเพาะกับสวน Fc ของแอนติบอดี
ตัวแรก หลงัจากลางแอนตบิอดีอิสระออก เติมสารตั้งตนของเอนไซม ปริมาณสทีีเ่กิดจากปฏิกิริยา
สามารถวัดไดโดย microplate reader ที่สามารถอานหลุมทดสอบในจาก 96 หลมุ ไดทั้งหมดใน
เวลาเดียวกนั และทราบผลคาการดูดกลนืแสงจากทัง้ 96 ไดภายในเวลาไมถงึนาท ีดังภาพที ่2.8 
 

2. Competitive ELISA 
วิธี Competitive ใชในกรณีทดสอบซีรัมทีไ่ดจากการกระตุนภูมิคุมกนัดวยแอนติเจน  

วามีแอนติบอดีที่จับกับแอนติเจนในรูปอิสระหรือไม และใชในการคัดเลือกโคลนที่สามารถสราง
แอนติบอดีที่จบักับแอนติเจนในรูปอิสระได วิธีนีเ้ปนวิธทีี่วัดปริมาณแอนติเจนคลายกับ RIA โดยวธิี
นี้แอนติบอดีผสมกับตัวอยางแอนติเจนมาตรฐาน หรือตัวอยางที่ตองการตรวจ จากนัน้เติมลงใน
ถาดหลมุ 96 หลุมทีเ่คลือบดวยแอนติเจน (เหมือนกับกรณีของ Indirect ELISA) ซึ่งถาเติมตัวอยาง
มากแอนติบอดีที่จะจับกับแอนติเจนกนหลุมจะมนีอยลง ดังนัน้หลังจากเติมแอนตบิอดีตวัที่ 2 ที่
เชื่อมดวยเอนไซมตัวที่สอง และมีความจําเพาะตอแอนติบอดีตัวแรก เพื่อใชตรวจสอบปริมาณ
แอนติบอดีตัวแรกที่จับกับกนหลุมคลายกบั Indirect ELISA แตในกรณีนี้ตัวอยางที่มีความเขมขน
ของแอนติเจนสูงจะใหคาการดูดกลืนแสง (absorbance) ต่ํากวาหลุมที่ไมมีแอนติเจน ดังภาพที ่
2.8 
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1. Indirect ELISA 

 
 
2. Indirect Competitive ELISA 

 
 
ภาพที ่2.8  Indirect ELISA และ Indirect Competitive ELISA 
                           : แอนติเจนที่เชื่อมกับโปรตีนพาหะ         

              : แอนติเจนในรูปอิสระ  
              : แอนติบอดี 
              : แอนติบอดีทุตยภมูิ ที่ติดฉลากดวยเอนไซม HRP 

   : สารตั้งตนของเอนไซม 
 

2.2 เอกสารงานวจิัยที่เกีย่วของ 
การตรวจหาสารปฏิชีวนะในกลุมเตตราซัยคลินนิยมตรวจวิเคราะหในเชิงปริมาณโดยใช 

วิธีทางเคมี เชน HPLC และ LC-MS-MS  ซึ่งเปนวธิีทีม่คีวามไวและความแมนยาํสูง เพื่อจะใหการ
ตรวจมีประสิทธิภาพมากขึน้ จึงมีการพัฒนาวิธีการตรวจวิเคราะหมากขึ้น โดยในป 2003 Cherlet 
และ Baere ไดพัฒนาวิธกีารตรวจ OTC และ 4-epiOTC ในเนื้อลูกวัว โดยใชเทคนคิ HPLC 
positive electrospray ionization mass spectrometry  เปนตัวตรวจวัดสัญญาณ โดยใช solid 
phase extraction ในการทําความสะอาด  polymeric reverse phase column เพื่อเตรียม
ตัวอยางสําหรับวิเคราะหดวยเทคนิค LC-MS-MS  โดยใชเฟสเคลื่อนที่ 2 ตัว และใชอุณหภูมิ 60ºC 
ในการวิเคราะห โดยวิธนีี้ไดทําการตรวจยนืยนั คาปริมาณสารตกคางที่มากที่สุดทีย่อมใหพบไดใน
ผลิตภัณฑจากสัตว (MRLs) ที่ EU กําหนดในเนื้อสัตว (100 ppb) ตับ (400 ppb) และ ไต (600 
ppb) พบวาสามารถใหคาต่าํสุดที่สามารถตรวจวัด  (LOD) OTC และ 4-epiOTC ได ที่ 0.8-48.2  
ppb ตามลําดบั  
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ตอมาในป 2008 Maia และ Rath ไดพัฒนาการใช HPLC โดยมี fluorescence detector 
เปนตัวตรวจวดัสัญญาณ ในการตรวจหาปริมาณ OTC ตกคางในมะเขือเทศ โดยการใช liquid – 
liquid extraction และ solid phase extraction ในการเตรียมตัวอยางกอนการตรวจวิเคราะห 
รวมกับการใช Reverse phase high performance liquid chromatography (RP-HPLC) C18 
column โดยใชตัวเคลื่อนที่ซึง่มีสวนประกอบของ MeOH : CaCl2  EDTA  และ C2H3NaO2 ใน
อัตราสวน 70:30 (w/v) การตรวจวิเคราะหพบวาใหคาความเขมขนต่ําสุดของการทดสอบเชงิ
ปริมาณ (LOQ)  ที่ระดับตํ่ากวา 250 ppb ซึ่งเปนคา MRL สําหรับ OTC ของประเทศบราซิล  

ในป 2005 Anderson และคณะ ไดใชเทคนิค LC-MS-MS ในการตรวจหาสารในกลุมเต
ตราซัยคลินตกคางในกุงและน้ํานม โดยใช คอลัมนปน polar end capped C8 column ใชเฟส
เคลื่อนที่เปน organic acid acetonitrile และ ตัวตรวจวัดสัญญาณ UV และ mass spectrometry 
โดยวัดคาการดูดกลืนแสงที ่ 370 nm ซึ่งสามารถตรวจวัดสารในกลุมเตตราซัยคลินในเชิงปริมาณ
ในกุงและน้าํนม ไดในระดับ 25-400 ng/g และ 50-300 ng/g ตามลําดับ  

สําหรับการตรวจวิเคราะหปริมาณสารปฏิชีวนะในกลุมเตตราซัยคลิน ตกคางโดยใช
เทคนิคทางภูมิคุมกันวิทยาไดเร่ิมมีการตรวจวิเคราะหในป 1980 โดย Faraj และคณะ ซึง่ไดมีการ
ผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีตอ TC เพื่อใชในการตรวจหา TC โดยใชเทคนิค Radioimmuno 
assay  (RIA) ซึ่งไดเชื่อม TC-HCl กับ โปรตีนพาหะ BSA โดยใชปฏิกริิยา Mannich แลวฉีดกระตุน
ภูมิคุมกันในกระตาย หลังจากที่ไดโพลีโคลนอลแอนติบอดีแลว นํามาทําปฏิกิริยากบัเตตราซัยคลิน
โดยใช [3H]TC เปนตัวแขงขัน พบวาวธิี RIA สามารถใหคา LOD และใหคาความเขมขนของสารที่
ทําใหการยับยัง้ลดลง 50% (inhibition concentration; IC50) ที่ 1 และ 7 นาโนกรัมตามลําดับ ให
เปอรเซ็นตการเกิดปฏิกิริยาขามกับสารภายในกลุม เชนคลอเตตราซัยคลินและออกซีเตตราซัยคลิน 
ที่ 39 และ 10 % ตามลําดับ และเมื่อนาํไปตรวจสอบเตตราซัยคลินในพลาสมาและปสสาวะของ
สุนัข พบวาให % recovery ในชวง 90-95%  

หลังจากนั้นในป 2007  Navarro และ คณะ ไดตรวจหาสารตกคางในกลุม TC ในน้าํผึ้ง 
โดยพัฒนาการสังเคราะห hapten และความไวของโพลีโคลนอลแอนติบอดีที่ได สําหรับใชใน
เทคนิค immunoassay การผลิต hapten  มีพื้นฐานมาจากการสราง อนุพนัธของ carboxamino 
และ diazo โดยที่โครงสรางหลกัของสารในกลุม TCs และสวนแขนของสารยังคงอยู เพื่อทาํใหมี
หมูทาํปฏิกิริยาเหมาะสมตอการเชื่อมกับโปรตีนพาหะ โดยปฏิกิริยา mannich  หลังจากฉีดกระตุน
ภูมิคุมกันในกระตาย โพลีโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจะถกูนํามาทดสอบกับ TC และปรับปรุงปจจัยที่
ใชในเทคนิค ELISA เพื่อใหไดโพลีโคลนอลแอนติบอดีที่ใหคา IC50 ต่ําที่สุด (PBS-T 10 mmol/L, 
pH 7.5, 0.01% Tween 20 และเวลาในการทําปฏิกิริยา 45 นาที) ซึง่ตรวจพบสารไดต่ําที่สุด 0.4 
ppb  และมีการเกิดปฏิกิริยาขามกับ RTC OTC และ CTC 91, 30 และ 14% ตามลําดับ ใหคา % 
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recovery ในชวง 79-108%  ในปเดียวกัน  Zhang และ คณะ ไดพฒันาวิธีตรวจหา TC ในน้าํนม 
โดยไดทําการผลิต polyclonal antibody โดยใชอิมมโูนเจน 3 ชนดิซึ่งมีวธิีการเชื่อมกับโปรตีน
พาหะที่แตกตางกนั มาฉีดกระตุนในกระตาย  หลังจากที่ไดโพลีโคลนอลแอนติบอดีมา ไดทําการ
ทดสอบความสามารถทําปฏิกิริยากับ TC โดยใชวิธ ี homologous ELISA และ heterologous 
ELISA  ซึ่งพบวาการทาํปฏิกิริยาดวยวิธ ีheterologous ใหผลการทดลองที่ดีกวา ซึ่งสามารถใหคา 
IC50 ที่ 3.92 ppb ใหคาเปอรเซ็นตการทาํปฏิกิริยาขามตอสารในกลุม เชน CTC และ OTC ที ่112 
และ <2 % ตามลําดับ และใหคา % recovery ในชวง 74-116 % โดยมีคา intra และ inter 
coefficient < 14.5 และ < 25.0 ตามลาํดับ  

นอกจากนัน้ Jeon และ Kim (2007) ไดพัฒนาชุดตรวจสอบ TC เพื่อตรวจหาสารตกคาง 
TC ในน้าํนมดวยเทคนิค biotin-avidin mediated competitive ELISA  โดยใชโพลีโคลนอล
แอนติบอดีตอ TC ที่ไดจากแกะเปนแอนติบอดีปฐมภูมิ  ใช anti-sheep IgG ที่ไดจากกระตายเปน
แอนตบิอดีทุติยภูมิ และใช  horseradish peroxidase-conjugated avidin  เปนตวัตรวจวัดพบวา
ใหคา LOD และ LOQ ที่ระดับ 0.048 และ 0.48 ppb ตามลําดับ โดยไมมีการเกิดปฏิกิริยาขามกับ
สารในกลุม TCs อยางมนียัสําคัญ (CTC 13.7% และ OTC 10.0% ตามลําดับ) และมี % 
recovery  ที่ 90% 
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บทที่ 3  
วิธีการดําเนนิการวิจัย 

 
3.1 สัตวทดลองและเซลลที่ใชในงานวจิัย 
 
ตารางที่ 3.1 สัตวทดลองและเซลลที่ใชในงานวิจยั 
                
สัตวทดลองและเซลล       แหลงที่มา     
หนูสายพันธุ BALB/c (inbred strain) อายุ 8 
สัปดาห 

ศูนยสัตวทดลองแหงชาต ิ
มหาวิทยาลยัมหิดล  

เซลล มัยอีโลมา P3/NSI/1-4A4-1(NSI) ATCC: TIB 18 
    

 
3.2 เครื่องมือ วัสดุ และอุปกรณทีใ่ชในงานวิจัย 
 
ตาราง 3.2 เครื่องมือและอุปกรณที่ใชในงานวิจยั 
    

วัสดุและอุปกรณ แหลงที่มา 
กระบอกฉีดยาขนาด 1 และ 5 มิลลิลิตร Nipro, Thailand 
เข็มฉีดยาขนาด 18G และ 21G Nipro, Thailand 
กลองจุลทรรศนชนิดหัวกลับ Nikon, Japan 
ขวดแกว Boro, Germany 
ขวดเลี้ยงเซลลขนาด 10 และ 250 มิลลิลิตร Nunc, Denmark 
เครื่องปนเหวีย่ง Hettich Zentrifugen, Germany 
เครื่องวัดความเปนกรดเปนดาง Metter Toledo, USA 
เครื่อง Microtiterplate reader Titertek multiskan, Finland 
จานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลุม Nunc, Denmark 
จานเลีย้งเซลล Spl, Korea 
จานเลีย้งเซลล ชนิด 96 หลมุ, 48 หลุม และ 24 หลุม Costar, USA 
ชุดอิเล็กโทรฟอเรซีส Bio-rad, USA 
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ตูดูดควัน Theera Trading co., Thailand 
ตูบมที่มีคารบอนไดออกไซด Thermo Electron Corporation, 

USA 
ตูปลอดเชื้อ International Scientific  
 Supply Co., Ltd.,Thailand 
ทิป  Axygen, USA 
ปมลม Iwaki, Japan 
ปเปตแกว HBG, Germany 
ปเปตอัตโนมตัิ Gilson, France 
หมอนึง่ฆาเชื้อ Udono-RII Memmert, Japan 
หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร Axygen, USA 
หลอดปนเหวีย่งขนาด 15 และ 50 มิลลิลิตร CLP, USA 
หลอดสําหรับแชแข็งเซลล  Nunc, Denmark 
อางควบคุมอุณหภูมิ Memmert, Germany 

 
3.3 สารเคมีที่ใชในงานวจิัย 
 
ตารางที่ 3.3 สารเคมีที่ใชในการวิจยั 
    

สารเคมี แหลงที่มา 
Acrylamide gel Sigma-Aldrich, USA 
Aminopterin Sigma-Aldrich, USA 
Ammoniumpersulfate (NH4)2S208; APS Sigma-Aldrich, USA 
3-Amino-2-oxazolidinone (AOZ) Sigma-Aldrich, USA 
Anti-mouse IgG (Fab specific)-Peroxidase Sigma-Aldrich, USA 
Anti-mouse IgG (whole molecule)-Peroxidase Jackson Immuno research 

laboratories, USA 
BCATM protein assay kit Pierce, USA 
Beta mercaptoethanol Sigma-Aldrich, USA 
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Bovine serum albumin (BSA) Sigma-Aldrich, USA 
Bromophenol blue Sigma-Aldrich, USA 
Chloramphenicol Sigma-Aldrich, USA 
Chlortetracycline hydrochloride (CTC) Fluka, China 
Citric acid Merck, Germany 
Clenbuterol Sigma-Aldrich, USA 
Coomassie brilliant blue R-250 Pierce, USA 
D-glucose Sigma-Aldrich, USA 
Dimethyl sulfoxide (DMSO) Merck, Germany 
di-Sodium hydrogenphosphate (Na2HPO4) Fluka, China 
Doxycycline (DC) Sigma-Aldrich, USA 
1-ethyl-3-(3-diamethylaminoprophyl)carbodiimide 
(EDC) Sigma-Aldrich, USA 
Ethylenediamine (EDA) Sigma-Aldrich, USA 
Enrofloxacin Sigma-Aldrich, USA 
Fetal calf serum (FCS) Invitromax, USA 
Formaldehyde Sigma-Aldrich, USA 
Freund's complete adjuvant (FCA) Sigma-Aldrich, USA 
Freund's incomplete adjuvant (FIA) Sigma-Aldrich, USA 
Furazolidone Sigma-Aldrich, USA 
Gentamycin T.P.drug laboratories (1969) 
  Co.,Ltd., Thailand 
Glycerol Sigma-Aldrich, USA 
Glycine Sigma-Aldrich, USA 
Hydrochloric acid (HCl) Sigma-Aldrich, USA 
Hydrogen peroxide (H2O2) Fluka, Switzerland 
Hypoxanthine Sigma-Aldrich, USA 
Isotyping kit Sigma-Aldrich, USA 
L-glutamine Sigma-Aldrich, USA 
Methanol BDH, England 
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2-(N-morpholino) ethanesulfonic acid (MES) Fluka, China 
Norfloxacin Sigma-Aldrich, USA 
O-Phenylenediamine (OPD) Sigma-Aldrich, USA 
Ovalbumin (OVA) Sigma-Aldrich, USA 
Oxytetracycline hydrochloride (OTC) Fluka, China 
Penicillin G Sigma-Aldrich, USA 
Picrylsufonic acid (2,4,6-trinitrobenzene sulfonic 
acid; TNBS) Sigma-Aldrich, USA 
Polyethylene glycol HYBRI-MAX® (PEG) Sigma-Aldrich, USA 
Pyruvic acid Sigma-Aldrich, USA 
Rolitetracycline (RTC) Sigma-Aldrich, USA 
RPMI 1640 medium Biochrom AG, Germany 
Salbutamol Sigma-Aldrich, USA 
Skim milk Anline, Thailand 
Sodium bicarbonate (NaHCO3) Sigma-Aldrich, USA 
Sodium chloride (NaCl) Merck, Germany 
Sodium dihydrogen phosphate (NaH2PO4) Merck, Germany 
Sodium dodecyl sulfate (SDS) Sigma-Aldrich, USA 
Sodium pyruvate Sigma-Aldrich, USA 
Streptomycin Sigma-Aldrich, USA 
Sulfuric acid (H2SO4) Merck, Germany 
Tetracycline hydrochloride (TC) Sigma-Aldrich, USA 
N,N,N,N-Tetramethyl-Ethylenediamine (TEMED) Pierce, USA 
Thimerosal Sigma-Aldrich, USA 
Thymidine Sigma-Aldrich, USA 
Tris (hydroxymethyl) Aminomethane (Trizma base) Sigma-Aldrich, USA 
Tween 20 Riedel-de Haën, UK 
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3.4 วิธกีารดําเนินการวจิยั 
3.4.1 การเตรียมแอนติเจนที่ใชในการฉีดกระตุนภมูิคุมกัน 
3.4.1.1 การเตรียม OTC เชื่อมกับ BSA หรือ Ovallbumin (OVA) โดยใชปฏิกิรยิา Mannich  
 เตรียม BSA หรือ OVA เชือ่มกับ OTC โดยผสม BSA  หรือ OVA 10 มิลลิกรัม ในน้ํากลั่น 
0.3 มิลลิลิตร เติม OTC 4 มิลลิกรัม ที่ละลายใน 30% เอทานอล 0.2 มิลลิลิตร ผสมใหเขา
กันเตมิสารละลายโซเดยีม อะซิเตทบฟัเฟอร (3 M pH 5.5) 0.2 มิลลิลิตร และสารละลายฟอรมัลดี
ไฮด 7.5% (v/v) 0.2 มิลลิลิตร ตามลําดับ กวนเบา ๆ ทีอุ่ณหภูมิหองเปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นทํา
ไดอะไลซีส (dialysis) ในสารละลายโซเดียม ฟอสเฟตบัฟเฟอร (PBS) pH  7.4 โดยเปลี่ยน
บัฟเฟอร 3 คร้ัง คร้ังละ 500 มิลลิลิตร เปนเวลา 3 วัน หลงัจากทาํไดอะไลซีส ในบัฟเฟอร นาํ
สารละลายโปรตีนที่ไดไปหาปริมาณโปรตีนรวม โดยใช BCATM  ดังรายละเอียดขอ 3.4.1.2 (Faraj 
และคณะ, 1980) ข้ันตอนการเตรียม OTC-OVA แสดงในภาพที่ 3.1 
 นําแอนติเจนและโปรตีนพาหะไปวิเคราะหมวลโมเลกุลดวยวิธ ีMatrix Assisted Laser 
Desorption/ Ionization Time-of Flight-Mass Spectrometry (MALDI-TOF-MS) และคํานวณหา
อัตราสวนการเชื่อมติด 
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ภาพที ่3.1  แสดงการเชื่อมติดของ OTC กับ BSA โดยปฏิกิริยา Mannich 
                                   ที่มา : Faraj และคณะ, 1980 
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3.4.1.2 การวดัปริมาณโปรตีน 

ทําการหาปริมาณโปรตีน ดวยวธิ ี bicinchoninic acid protein assay (BCA) โดยใช 
BCATM protein assay kit (บริษัท Pierce, USA) โดยทําการเจือจางโปรตีนมาตรฐานใหมีความ
เขมขน 0, 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 และ 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรและเตรียมสารตัวอยาง ดวย PBS 
เพื่อนาํมาทาํกราฟมาตรฐานของโปรตีน เตรียมสารละลายที่ใชในการเกิดปฏิกริิยา โดยผสม
สารละลาย A โซเดียมไฮดรอก ความเขมขน 0.1 โมลารที่มีโซเดียมคารบอเนต โซเดียมไบ
คารบอเนต กรดไบคารบอนิค และโซเดียมทาเทรตอยู และสารละลาย B คูปลิกซัลเฟต เขมขน 4% 
ผสมสารละลายทัง้ 2 ชนิดเขาดวยกนั ในอัตราสวน 50:1 (v/v) ปเปตสารละลายโปรตีนมาตรฐาน
และสารละลายตัวอยางที่เจอืจางความเขมขนตาง ๆ แลว ลงในจานทดสอบชนิด 96 หลุม หลุมละ 
25 ไมโครลิตร จากนั้นเติมสารละลาย A และ B ที่ผสมเขากันแลว หลุมละ 200 ไมโครลิตร แลว
นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 30 นาท ีนําไปวัดคาการดูดกลืนแสง ที ่562 นาโน
เมตร หลังจากนัน้นําขอมลูระหวางคาการดูดกลนืแสง และความเขมขนของโปรตีนตัวอยางมา
สรางกราฟมาตรฐาน นาํคาการดูดกลืนแสงของสารตัวอยางมาเทียบกับกราฟมาตรฐานเพื่อ
คํานวณกลับไปเปนปริมาณโปรตีน 
 
3.4.1.3 การคาํนวณอัตราสวนโมเลกุลของ OTC ที่เชื่อมติดโดยวธิี MALDI-TOF-MS  

สงตัวอยางวิเคราะหดวยวิธ ี(MALDI-TOF-MS) ทีห่นวยบริการชีวภาพ ศูนยพันธุวศิวกรรม
และเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ (BIOTEC) เพื่อหามวลโมเลกุลของสารหลงัเชือ่มติดและโปรตีน
พาหะ คํานวณอัตราสวนการเชื่อมติดของโมเลกุล OTC ตอโปรตีนพาหะ BSA และ OVA  โดย
คํานวณจาก 
 
อัตราสวนการเชื่อมติด      =     มวลโมเลกลุหลังการเชื่อมติด - มวลโมเลกุลกอนเชื่อมติด 
                                                                              มวลโมเลกุลของ OTC 
 
3.4.2. การฉดีกระตุนระบบภูมิคุมกันของหนูดวย OTC-BSA 
 กระตุนระบบภูมิคุมกันของหนทูดลองดวย OTC ที่เชื่อมติดกับ BSA โดยในการฉีดกระตุน
คร้ังแรกจะผสมกับ Freund’s complete adjuvant (FCA) ในอัตราสวน 1:1 (v/v) ฉีดเขาภายใน
ชองทองหนทูดลองสายพันธุ BALB/c เพศเมีย อาย ุ 8 สัปดาห 100 ไมโครกรัมตอตัว และฉีด
กระตุนอีก  3 คร้ัง ทกุ ๆ 2 สัปดาห โดยผสมกับ Freund’s incomplete adjuvant (FIA) ใน
อัตราสวน 1:1 (v/v) หลังการกระตุนครั้งที ่3 เปนเวลา 7 วัน เก็บเลือดจากหางของหนูทดลอง เพื่อ
นําไปทดสอบหาระดับแอนติบอดี (titer) ดวยวิธี Indirect ELISA และทดสอบวาแอนติบอดีทีไ่ด
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สามารถจับกบั OTC ในรูปอิสระ ไดหรือไมโดยวิธ ีIndirect competitive ELISA โดยใช OTC-OVA 
ที่เตรียมไดจากวิธีเดียวกับการเตรียม OTC-BSA ในขอ 3.4.1.1 แตเปลี่ยนโปรตีนพาหะจาก BSA 
เปน OVA มาเคลือบบนจานชนิด 96 หลุมสําหรับ ELISA เลือกหนูทดลองที่ใหระดับแอนติบอดี
สูงสุดและสามารถจับกับ OTC อิสระไดไปทําการหลอมรวมเซลล กอนวนัหลอมรวมเซลล 3-4 วัน 
ฉีดกระตุนดวย OTC-BSA ปริมาณ 100 ไมโครกรัมตอตัว โดยไมผสม Freund’s adjuvant 
 
3.4.3. การเตรียมและคัดเลือกเซลลไฮบริโดมาทีส่รางโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ OTC  
 3.4.3.1  การเตรียมเซลลมัยอิโลมา 
  กอนทําการหลอมรวมเซลลนําเซลลมัยอีโลมา NSI เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล 
RPMI 1640 ที่มีซีรัมจากลกูวัว (Fetal calf serum: FCS) ความเขมขน 10% (v/v) โดยทําการเลี้ยง
เซลลมัยอีโลมาใหอยูในระยะที่มีอัตราการเจริญเติบโตสูงสุด (log phase) ในวันหลอมรวมเซลล
นับเซลลที่มีชวีิตใหมีจาํนวนมากกวา 107 เซลลตอมิลลิลิตร และนําเซลลมัยอีโลมามาปนลางดวย
อาหาร RPMI 1640 ที่มีเจนตามยัซิน (gentamycin) เขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ดวย
ความเร็ว 1500 รอบตอนาท ี เปนเวลา 5 นาที นําสวนใสออกแลวจึงเติมอาหารเลี้ยงเซลลปริมาตร 
5 มิลลิลิตรเพือ่นําไปหลอมรวมกับเซลลมามทีเ่ตรียมไว 
 

3.4.3.2 การเตรียมเซลลมาม 
  เตรียมไดจากการนาํหนทูดลองที่ใหคาระดบัแอนติบอดีตอ OTC ที่สูง (ขอ 3.4.2) 
ทําการสลบหนูโดยใชไดเอทิลอีเธอร(diethylether) เจาะเลือดจากหัวใจ เพื่อเก็บซีรัมไวใชตอไป ทํา
การเปดชองทองนาํมามออกมาโดยวิธีปลอดเช้ือ ใชกรรไกรตัดมามใหเปนชิ้นเลก็ ๆ บนตะแกรง
ลวดตาถี ่ แลวใชดามของหลอดฉีดยาขนาด 10 มิลลิลิตร บดมามเบา ๆ ใหละเอยีด เมื่อไดเซลล
มามแลวนําไปปนลางใน RPMI 1640 ปริมาตร 40 มิลลิลิตรที่มีเจนตามัยซิน เขมขน 0.2 มิลลิกรัม
ตอมิลลิลิตร ดวยความเร็ว 1500 รอบตอนาทีเปนเวลา 5 นาที จากนัน้ทิ้งสวนใสแลวจึงเติมอาหาร
เลี้ยงเซลลปริมาตร 5 มิลลิลิตร เพื่อเตรียมนําไปหลอมรวมกับเซลลมยัอีโลมาที่เตรยีมไว 
 
 3.4.3.3 การหลอมรวมเซลล (Cell fusion) 
  นําเซลลของมามหนูจากขอ 3.4.3.2 มารวมกับเซลลมยัอีโลมาจากขอ 3.4.3.1 ใน
อัตราสวน 1:2 ผสมใหเขากนัเบา ๆ กอนนําไปปนเหวี่ยงดวยความเรว็ 1500 รอบตอนาที เปนเวลา 
5 นาท ีเทสวนใสทิง้ เขยาเบา ๆ ใหเซลลไมเกาะตวัเปนกอน หลงัจากนัน้ หยดโพลีเอทีลีนไกลคอล 
(Polyethylene glycol: PEG) ที่มีมวลโมเลกุล 3,000-3,700 ดาลตัน ความเขมขน 50% (v/v) ซึ่ง
เปนสารที่ทาํใหเยื่อหุมเซลลบางลง จงึทาํใหเกิดการหลอมรวมเซลล ลงไปพรอมกับหมุนหลอด
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ทดลองและเคาะเบาๆ โดยควบคุมการหยด PEG 1 มิลลิลิตร ใหหมดภายใน 1 นาที หลงัจากนั้น
เติมอาหารเลีย้งเซลล RPMI 1640 ที่มเีจนตามยัซนิความเขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรลงไป 
หลังจากนั้นดดูอาหารเลีย้งเซลลข้ึนและลงเพื่อเจือจาง PEG หลังจากนั้นนาํไปหมนุเหวี่ยงที่
ความเร็วรอบ 1500 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที เทสวนใสออก นาํเซลลที่ไดเติมลงในอาหารเลี้ยง
เซลล HAT ทีม่ี FCS ความเขมขน 20% (v/v) ปริมาณ 100 มิลลิลิตร   ปเปตเซลลลงในจานเลีย้ง
เซลลชนิด 96 หลุม หลุมละ 200 ไมโครลิตร นําไปเลี้ยงในตูบมทีม่ีคารบอนไดออกไซดความเขมขน 
5% ที่อุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เลี้ยงเซลลเปนเวลา 10-14 วัน เมือ่เซลลไฮบริโดมาเจริญเติบโต
ประมาณ 25% ของพื้นที่หลุม นําอาหารเลี้ยงเซลลในแตละหลุมไปทดสอบการสรางแอนติบอดีตอ 
OTC หรือไมโดยวิธี Indirect ELISA 
 
 3.4.3.4 คัดเลือกเซลลไฮบริโดมาที่มีความสามารถในการผลิตแอนติบอดีตอ OTC 
 3.4.3.4.1 การคัดเลือกเซลลโดยวิธ ีIndirect ELISA  
  ทําการเคลือบพื้นหลุมของจาน ELISA ชนดิ 96 หลุม ดวย OTC-OVA (เตรียมได
โดยวิธีเดยีวกนักับการเตรียม OTC-BSA ตามวิธีในขอ 3.4.1.1) ความเขมขน 20 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร หลมุละ 100 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12-24 ชั่วโมง นาํมา
ลางดวย PBS ที่มี Tween 20 (PBS-T) เขมขน 0.05% (v/v) จํานวน 3 คร้ัง เติมสารละลายนม
พรองมนัเนย (skim milk) เขมขน 5% (v/v) ใน PBS หลุมละ 300 ไมโครลิตร แลวนาํไปบมที ่ 37 
องศาเซลเซยีส เปนเวลา 1 ชั่วโมง ลางดวย PBS-T จํานวน 3 ครั้ง เติมตัวอยาง (เลือดหนหูรือ
อาหารเลี้ยงเซลล) หลุมละ 100 ไมโครลิตร นําไปบมที่อุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 
ชั่วโมง ลางดวย PBS-T จํานวน 3 คร้ัง เตมิแอนติบอดีทตุิยภูมิ goat anti-mouse IgG ที่มีเอนไซม 
horseradish peroxidase (GAM-HRP) เชื่อมติดอยู ที่ความเจือจาง 1:10,000 หลุมละ 100 
ไมโครลิตร บมที่อุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 1 ชั่วโมง ลางดวย PBS-T จํานวน 3 คร้ัง 
เติมสารละลายสับเสตรตทีม่ีโอฟนิลลีนไดเอมีน (ο-phenylenediamine, OPD) และ ไฮโดรเจน
เปอรออกไซด (Hydrogen peroxide, H2O2) ละลายใน 0.15 โมลาร ฟอสเฟต ซเิตรต บัฟเฟอร 
(Phosphate citrate buffer)  pH 5.0 หลมุละ 150 ไมโครลิตร เปนเวลา 10 นาที เติมกรดซัลฟวริก 
(Sulfuric acid) ความเขมขน 1โมลาร หลุมละ 100 ไมโครลิตร เพื่อหยุดปฏิกิริยา หลังจากนัน้ 
นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร 

3.4.3.4.2 คัดเลือกขั้นที ่2 โดยวิธ ีIndirect competitive ELISA 
เพื่อทดสอบหาแอนติบอดีทีส่ามารถจับกบั OTC ที่อยูในรูปอิสระ โดยปเปต 

สารละลาย OTC ความเขมขน 20 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตรลงในจานหลมุ 
ELISA ที่เคลือบดวย OTC-OVA ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ที่ผานการเติมสารละลายนมพรองมนั



 43
 

เนยและลางดวย PBS-T แลว จากนัน้ปเปตอาหารเลีย้งเซลล หรือซีรัมหนู จากหลมุที่ใหผลบวกใน
การคัดเลือกในขั้นตอนแรก (ขอ 3.4.3.4.1) ลงไปผสมกบัสารละลาย OTC นําไปบมที่อุณหภูม ิ37 
องศาเซลเซยีส เปนเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นทําตามขั้นตอนเดียวกับวธิี Indirect ELISA ถาหลุมที่
เติม OTC ในรูปอิสระใหการดูดกลืนแสงที่ต่ํากวา หลมุที่ไมมีการเตมิ OTC นั่นจะแสดงใหเห็นวา 
อาหารเลี้ยงเซลลที่มาจากหลุมดังกลาวมแีอนติบอดีที่ไดสามารถจับกับสาร OTC ในรูปอิสระได 
นําเซลลไฮบริโดมาในหลุมนัน้มาแยกใหไดโคลนเดี่ยว โดยวิธ ีlimiting dilution 

 
3.4.3.5 การแยกเซลลไฮบริโดมาใหไดเซลลเด่ียวโดยวิธ ีlimiting dilution  
เพื่อยนืยนัวาเซลลไฮบริโดมามาจากตนกาํเนิด เซลลเพยีงเซลลเดยีว นําเซลลไฮบริโดมาที่

สามารถผลิตแอนติบอดีตอ OTC ในรูปอิสระจาการคัดเลือกขั้นที ่ 2 มาทาํใหเปนโคโลนีเดี่ยวโดย
การเจือจางเซลลใหได 1 เซลลตอหลุม เมื่อเซลลเจริญเติบโตเปนโคโลนเีดี่ยวในหลุมประมาณ 
25% ของพื้นที่กนหลุม นําอาหารเลี้ยงเซลล มาตรวจหาวาเซลลยงัคงมีแอนติบอดีตอ OTC หรือไม 
ถาเซลลยงัคงมีการสรางแอนติบอดีตอ OTC จึงทาํการขยายเซลลเพิม่จํานวน แลวนําไปแชแข็งใน
ไนโตรเจนเหลวและเก็บอาหารเลี้ยงเซลลไวใชทดสอบตอไป 
 

3.4.3.6 การเก็บเซลลไฮบริโดมาในไนโตรเจนเหลว 
โดยนาํเซลลไฮบริมาที่ตองการเก็บมาเลีย้งตอในอาหาร RPMI 1640 ที่ม ี FCS ความ

เขมขน 10%(v/v) ใหอยูในชวงทีม่ีการเจริญเติบโตสูงที่สุด (log phase) มาปนเหวีย่งใหเซลล
ตกตะกอนดวยความเร็ว 1500 รอบตอนาท ี จากนัน้ดดูอาหารเลีย้งเซลลที่อยูดานบนทิง้ และเตมิ
น้ํายาเกบ็เซลลแชแข็งที่มีไดเมทิลซัลฟอกไซด (Dimethyl sulfoxide, DMSO) ความเขมขน 10% 
(v/v) ขณะเยน็ลงไปปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใชพลาสเจอรปเปตดูดขึ้นลงเบา ๆ จนเซลลเขากันดกีบั
น้ํายาเกบ็เซลลแชแข็ง กอนถายเซลลลงในหลอดเก็บเซลลขนาด 2 มิลลิลิตร และนําไปแชที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซยีสขามคืน หลังจากนัน้จึงยายลงไปไวในถังไนโตรเจนเหลวที่มีอุณหภูมิ
ประมาณ -196 องศาเซลเซยีส 

 
3.4.3.7 การนําเซลลไฮบริโดมาที่เก็บในไนโตรเจนเหลวกลบัมาเลี้ยง 
นําหลอดที่เกบ็เซลลไฮบริโดมาออกมาจาการเก็บในไนโตรเจนเหลวมาแชที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซยีส ทันทีเมื่อน้าํยาเก็บเซลลแชแข็งในหลอดละลายหมดแลว ใหถายเซลลลงหลอดที่มี
อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร นาํไปปนที่ความเร็ว 1500 รอบตอนาท ี เปน
เวลา 5 นาที กอนนําเซลลไปเลี้ยงตอในอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ที่มี FCS ความเขมขน 20% 
(v/v) 
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3.4.4 การศึกษาลกัษณะสมบัติเบื้องตนของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ได 

3.4.4.1 การตรวจสอบไอโซไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยใชชุดตรวจสอบ 
                    สาํเร็จรปู  

นําโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดมาทาํการตรวจสอบไอโซไทปโดยใชชดุตรวจสอบ 
สําเร็จรูป Isotyping kit ของบริษัท Sigma-Aldrich โดยทําการเตรียมแอนติบอดี ที่จําเพาะกบัไอโซ
ไทปชนิดตาง ๆ คือ  IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3, IgA และ IgM จาก Isotyping kit มาเจือจางใหได
ความเขมขน 1:1,000 เทาใน PBS เติม ลงในจาน ELISA ขนาด 96 หลุม หลุมละ 100 ไมโครลิตร 
บมที่อุณหภูม ิ4 องศาเปนเวลา 1 ชั่วโมง นาํจาน มาลางดวย PBS (pH 7.4) ที่มี 0.05% Tween 
20 (PBS-T) จํานวน 3 คร้ัง หลงัจากนัน้เติมแอนติบอดีที่ตองการตรวจสอบไอโซไทป หลุมละ 100 
ไมโครลิตร บมที่อุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง หลังจากนั้นลางดวย PBS-T 
จํานวน 3 คร้ัง แลวเติมแอนติบอดีทุติยภมูิที่จําเพาะตอ IgG ของหนทูี่มีเอนไซม HRP  เชื่อมอยู 
(โดยที่แอนติบอดีทุติยภูมิมีความจาํเพาะกบัสวน Fab (HRP-Rabbit anti mouse IgG Fab 
specific) ของ IgG ของหนู ที่เจือจาง 1:2,000 ใน PBS  บมในทีม่ดื ที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 30 
นาที หลงัจากนั้นลางออกดวย PBS-T จํานวน 3 คร้ัง แลวเติมสารละลายสับสเตรตที่ประกอบดวย 
OPD และ H2O2 ละลายในฟอสเฟตซิเตรต บัฟเฟอร pH 5.0 ความเขมขน 0.15 โมลาร หลมุละ 
150 ไมโครลิตร เปนเวลา 10 นาท ีแลวเติมกรดซัลฟวริก เขมขน 1 M หลุมละ 100 ไมโครลิตร เพื่อ
หยุดปฏิกิริยา นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร 
 
 3.4.4.2 การทดสอบความไว (sensitivity) ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
 ความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจะรายงานเปนคาความเขมขนของสารทีท่ําใหเกิด
การยับยัง้ที่ 50% (50% of inhibition concentration; IC50) ที่ทําใหคาการดูดกลนืแสงเมื่อทดสอบ
ดวยวิธ ีIndirect competitive ELISA และคาความเขมขนของสารที่นอยที่สุดที่สามารถตรวจวัดได 
(limit of detection; LOD) ซึ่งทําไดโดยการนาํแอนตบิอดีที่ตองการทดสอบมาเจอืจางใหไดความ
เขมขนที่เหมาะสม มาทําการเติมลงไปผสมกับสารทีต่องการทดสอบที่ความเขมขน 0.001-100 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ซึ่งจะเกิดการแยงจับกันของสารที่ตองการทดสอบในรูปอิสระในสารละลาย 
และ สารทีเ่คลือบอยูที่กนหลุม หลงัจากวดัคาการดูดกลืนแสงแลว นาํคาการดูดกลืนแสงที่ได มา
เขียนกราฟโดยใชโปรแกรม Graph pad Prism 4 โดยแกน Y เปนคา %B/B0 และ แกน X เปนคา 
ล็อกกาลทิึมของความเขมขนของสารที่ทดสอบและคํานวณคา LOD  

โดยคํานวณจากคาความเขมขนที ่ B0-3SD เมื่อ B และ B0 คือ คาการดูดกลืนแสงจาก 
ELISA ของหลุมที่มีการเติมแอนติเจนและไมเติม แอนติเจน ตามลําดับ และ SD คือ สวนเบีย่งเบน
มาตรฐาน 
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3.4.4.3 การทดสอบความจําเพาะ (specificity) ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ  
          OTC  

 ความจาํเพาะของแอนติบอดีจะรายงานในรูปของเปอรเซ็นตการทําปฏิกิริยาขามของโมโน
โคลนอลแอนติบอดี โดยจะทดสอบการเกิดปฏิกิริยาขามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดกับสาร
อ่ืนๆ ทั้งในกลุม และนอกกลุม TCs โดยการทดสอบดวยวธิี Indirect competitive ELISA  ซึ่งได
จากการนาํโมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้ง 3 มาเจือจางใหไดความเขมขนที่เหมาะสม และเติมลงไป
ผสมกับสาร OTC และ ตัวแขงขันที่ตองการทดสอบซึ่งเปนสารในกลุม TCs จํานวน 4 ชนิด คือ TC, 
CTC, DC และ RTC รวมถงึสารนอกกลุม TCs จํานวน 9 ชนิด คือ  Norfloxacin, Penicilin G, 
Avermectin, Streptomycin, Sulfaquinoxaline, AMOZ, Clenbuterol, Chloramphenicol, 
Metronidazole ตามลําดับ ที่ความเขมขน 0.001- 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ซึ่งจะเกิดการแยง
จับกันของสารที่ตองการทดสอบในรูปอิสระในสารละลาย และ สาร OTC - OVA ที่เคลือบอยูที่กน
หลุม หลังจากวัดคาการดูดกลืนแสงแลว นาํคาการดูดกลืนแสงที่ได มาเขียนกราฟโดยใชโปรแกรม 
Graph Pad Prism 4 โดยแกน Y เปนคา %B/B0 และ แกน X เปนคาล็อกกาลิทึมของความเขมขน
ของสารทีท่ดสอบ โดยคาความเขมขนของสารที่ทาํใหเกดิการยั้บยัง้ที่ 50 % (50% of inhibition 
concentration; IC50) หาไดจากการนําคาที ่ 50% B/B0 มาเทยีบกบักราฟไดเปนคาความเขมขน 
และนําคาการดูดกลืนแสงทีไ่ดมาหาคา IC50 ของสารแตละตัวที่ใชเปนตัวแขงขัน 
          IC50 ของ OTC           x 100   
                                 IC50 ของ ตัวแขงขนัอื่น ปฏิกิริยาขาม = เปอรเซ็นต

 
3.4.5 การทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหบริสทุธิ ์
 นําเซลลไฮบริโดมาที่ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ OTC มาเลีย้งในอาหารเลี้ยงเซลล 
RPMI ที่ม ี FCS ความเขมขน 10% ปริมาตร 600 มิลลิลิตร ในขวดเลี้ยงเซลลขนาด 1 ลิตร บมที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีสเปนเวลา 1 สัปดาห เก็บอาหารที่ใชเลี้ยงเซลลเพื่อนาํมาแยกแอนติบอดี
ใหบริสุทธิ์ดวยโครมาโทรกราฟแบบสัมพรรคภาพ (affinity chromatography column) โดยใช
โปรตีนจ ี
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3.4.5.1 การทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหบริสุทธิ์โดยใชโปรตีนจี  
 นําโปรตนีจีเซฟาโรส (protein G sapharose) 5 มิลลิลิตร ที่อยูในเอทานอลเขมขน 
20%(w/v) มาลางเอทานอลออก แลวเติมโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 7.0 ความเขมขน 2.0 มิลลิ
โมลาร จากนั้นเตรียมคอลัมนโปรตีนจีใหเขาสูสภาวะสมดุลโดยปรับอัตราการไหลใหเทากับ 1.0 
มิลลิลิตรตอนาที จากนัน้เติมอาหารเลี้ยงเซลลทีม่ีแอนติบอดีที่ตองการทําใหบริสุทธิ์ลงในคอลัมน
โปรตีนจี ปริมาตร 300-400 มิลลิลิตร ลางโปรตีนที่ไมจับกบักับโปรตีนจีในคอลัมนออกดวย 
โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 7.0 ความเขมขน 2.0 มิลลิโมลาร ทําการชะแอนติบอดีที่จับกบั
โปรตีนจี ดวยไกลซีนไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร (Glycine-HCl) pH 2.7 ความเขมขน 0.1 โมลาร โดย
เก็บสารละลายที่ออกมาจากคอลัมนหลอดละ 1 มิลลิลิตร ในหลอดทีม่ี ทริสไฮโดรคลอไรด (Tris-
HCl) pH 9.0  เขมขน 1 โมลาร ปริมาตร 70 ไมโครลิตร เพื่อปรับคาคาความเปนกรดเปนเบสของ
สารละลายใหเปนกลาง หลงัจากนัน้นาํสารละลายแตละหลอดไปวัดคาการดูดกลนืแสงที่ 280 นา
โนเมตร และทําการทดสอบดวยวธิี Indirect ELISA เพื่อนาํมาวาดโครมาโตแกรม แลวนาํ
สารละลายในหลอดทดลองที่มีแอนติบอดีมารวมกัน เพือ่นําไป dialysis ใน PBS ที่มี 0.01% 
thymerosal เปนเวลา 3 วัน ที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส โดยเปลี่ยนบัฟเฟอรวันละ 2 คร้ัง หลงัจาก
นั้นนําไปหาปริมาณโปรตีน 
 
 3.4.5.2 การทดสอบความบริสุทธิ์และหามวลโมเลกลุของโมโนโคลนอล
แอนติบอดี 
  3.4.5.2.1 การเตรียมพอลิอะคริลาไมดเจลชนิดแผน 
  ทดสอบความบริสุทธิ ์ และมวลโมเลกุลของโมโนโคลนอลแอนติบอดีดวยวิธ ี พอล ิ
อะคริลาไมดเจลอิเล็กโทรฟอเรซีสแบบเอสดีเอส (SDS-polyacrylamide gel electrophoresis; 
SDS-PAGE) โดยเตรียม 15% separating gel ที่มีความกวางไมต่าํกวา 5 เซนติเมตร ยาว 8 
เซนติเมตร และหนา 0.2 เซนติเมตร ปรับผิวหนาเจลใหเรียบโดยเตมิหนากลัน่ ตั้งทิง้ไว 30 นาท ี
เพื่อใหเจลแข็งตัว หลังจากนัน้เตรียม 5% stacking gel ที่ดานบนของ separating gel และใสหวี
เพื่อเปนแมพมิพของหลุมเจล ตั้งทิง้ไวเพื่อใหเจลแข็งตัว 30 นาที   

3.4.5.2.2 การเตรียมสารละลายตัวอยาง 
  เตรียมสารละลายตัวอยางใหมีปริมาณโปรตีน 5 ไมโครกรัมตอ 20 ไมโครลิตร 
ผสมกับสารละลายสยีอมทมีี SDS, mercaptoethanol และ bromophenol blue (SDS staining 
dye) ในอัตราสวน 1:1 นําไปตมที่อุณหภมูิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที ตัง้ทิง้ไวใหเย็นที่
อุณหภูมิหองกอนนําไปปเปตในหลุมเจล 
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  3.4.5.2.3 การทําอิเลก็โทรฟอเรซีส 
  ทําการแยกแอนติบอดีโดยนาํเจลทีเ่ตรียมไวไปประกอบเขากับเครื่องทาํอิเล็กโต 
ฟอเรซีส (electrophoresis chamber) ที่ม ี SDS ในสารละลายบฟัเฟอรไกลซนีไฮโดรคลอไรด 
(running buffer) ทั้งสวนบนและสวนลางของเครื่อง นําสารละลายตวัอยางมาปเปตในหลุมเจลไม
เกินหลุมละ 20 ไมโครลิตร สวนหลุมของ marker ใหปเปตปริมาตร 2 ไมโครลิตร ตอข้ัวไฟฟาที่มี
ความตางศักย 100 โวลต เปนเวลา 120 นาที จนแถบสีของสียอมเคลื่อนไปจนถงึปลายเจลจงึหยุด
ใหกระแสไฟฟา นําเจลที่ไดไปยอมสีดวย coomassie blue (staining solution) ขามคืนและลางใน
สารละลายของเอทานอลและกรดอะซิติก (destaining solution) จนกวาเจลจะใสและเห็นสีของ
แถบโปรตีนชดัเจน 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 48
 

บทที่ 4 
ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 

 
4.1 ผลการเตรียมแอนติเจนเพื่อใชในการฉีดกระตุนสัตวทดลอง 

ออกซีเตตราซัยคลิน (oxytetracycline, OTC) เปนยาปฏิชีวนะที่มีโมเลกุลขนาดเล็กที่
เรียกวาแฮปเทน (hapten) ไมเหมาะในการใชกระตุนภมูิคุมกันของสตัวทดลองใหสรางแอนติบอดี 
ดังนัน้จึงตองทาํการเชื่อมติด OTC เขากับโปรตีนพาหะ ทีม่ีมวลโมเลกุลขนาดใหญกอนนาํไปฉดี
กระตุนภูมิคุมกันในสัตวทดลอง 
 
4.1.1 ผลการเตรยีม OTC เชื่อมตดิกับ BSA 

จากการเตรียมแอนติเจนทีจ่ะใชในการกระตุนภูมิคุมกนัหนูทดลอง โดยทําการเชื่อมตอ 
OTC กับ โปรตีนพาหะ BSA โดยใชปฏิกิริยา  Mannich ซึ่งจะมีการเติมฟอรมัลดีไฮด ทําใหมกีาร
ควบแนนระหวางหมูอะมิโนของ BSA กับวงฟนอลของ OTC  (Faraj และ คณะ, 1980)      

 นาํ OTC-BSA วัดปริมาณโปรตีนโดยวธิ ี BCA เพื่อหาความเขมขนของโปรตีนทีท่าํการ
เชื่อมติดที่ความเจือจางตางๆ  โดยเทียบกบักราฟมาตรฐานของโปรตีน BSA ที่ความเขมขน 0, 0.1, 
0.2, 0.4, 0.6, 0.8 และ 1 มลิลิกรัมตอมิลลิลิตร วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 562 นาโน
เมตร พบวา OTC-BSA ไดความเขมขนของโปรตีนเทากบั 3.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

จากการหาอัตราสวนโมเลกลุของ OTC ทีเ่ชื่อมติดกับโปรตีนพาหะBSA 1 โมเลกุล โดย
การหามวลโมเลกุลที่เปลีย่นไปของ BSA โดยเทคนิค MALDI-TOF-MS แสดงในภาพที ่ 4.2 จาก
โครมาโตรแกรมที่ไดพบวา โปรตีนพาหะ BSA มีมวล 66,790.385 ดาลตัน และโปรตีนหลังการ
เชื่อมติด (OTC-BSA) มีมวล 70,032.194 ดาลตัน มีมวลโมเลกุลมากขึ้น 3,241.809 ดาลตัน ซึง่
เมื่อคิดเทียบกบัมวลโมเลกุลของ OTC-HCl (มวลโมเลกุล 460 ดาลตัน) พบวามีอัตราสวนที่เชื่อม
ติดกับ BSA 1 โมเลกุล  1 เทากับ 7  โมเลกลุของ OTC   
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66,790.385 70,032.194 OTC-BSA BSA 

 
ภาพที ่4.1 โครมาโตรแกรมของมวลโมเลกุลของ OTC-BSA เมื่อเทียบกับ BSA  

                               โดยวธิี MALDI-TOF-MS 
 
4.2. การตอบสนองของระบบภูมิคุมกนัของหนูในการสรางแอนติบอดีตอ OTC 
 จากการกระตุนภูมิคุมกนัหนูทดลองจํานวนทั้งหมด 10 ตัว ดวยแอนติเจน OTC-BSA 
ที่เตรียมได โดยกระตุนภูมคุิมกันจาํนวน 4 คร้ังกอนเจาะเลือด หลังจากการกระตุนครั้งที่ 4 
ประมาณ 1 สัปดาห เจาะเลือดนาํซีรัมจากหนทูดลองทัง้หมด มาหาระดับแอนติบอดี ดวยวธิี 
Indirect ELISA และทดสอบการสรางแอนติบอดีตอ OTC โดยวิธ ี Indirect competitive ELISA  
โดยเลือกหนทูดลองที่ใหระดบัแอนติบอดีสูงที่สุด และสามารถจับกับ OTC ในรูปอิสระได เพื่อใชใน
การหลอมรวมเซลลเพื่อผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอไป 
 
 4.2.1 ระดับแอนติบอดี (antibody titer) ของหนูทดลองที่ไดรับการฉีดกระตุน 
 จากการหาระดับแอนติบอดีโดยวิธี Indirect ELISA ไดผลดังภาพที ่ 4.2 โดยเลอืก
ระดับแอนติบอดีที่ความเจือจาง ที่ใหคาการดูดกลืนแสงที่ประมาณ 0.1 พบวาหนทูั้ง 10 ตัว 
สามารถผลิตแอนติบอดีตอ OTC-BSA ได  
       พบวาหนทูั้ง 10 ตัวใหระดับแอนติบอดีอยูในชวง 1:16,000 – 1:128,000 โดยหนูที่ให
ระดับแอนติบอดีตํ่าที่สุด คือ หนูตัวที่ 8 ใหระดับแอนติบอดี 1:16,000 สวนหนทูี่ใหระดับแอนติบอดี
สูงที่สุด คือ หนูตัวที่  3 และ 7 โดยใหระดับแอนติบอดี 1:128,000 ดังตารางที่ 4.1 
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 จากภาพที่ 4.2 จะพบวาลักษณะของกราฟของหนูตัวที่ 1-4 ที่ใช OTC-OVA เคลือบที่
กนหลุมมีคาการดูดกลืนแสงจะแปรผกผันกับคาความเจอืจางของซีรัม ซึ่งเมื่อเทยีบกับกราฟของ
หนูตวัที ่ 1 ที่ใช OVA เคลือบที่กนหลมุ จะพบวามีคาการดูดกลืนแสงต่ําเทากนัตลอดทุกความเจือ
จาง นัน่แสดงใหเหน็วา ซีรัมมีการสรางแอนติบอดีตอ OTC-OVA แตไมจับกับโปรตีนพาหะ OVA 
ซึ่งหนูตัวอ่ืน ๆ ก็ใหผลการทดลองในทาํนองเดียวกัน 
 
ตารางที่ 4.1 แสดงระดับแอนติบอดีของหนูทดลองที่ไดรับการกระตุนดวย OTC-BSA จํานวน 10   
                   ตัว ดวยวิธ ีIndirect ELISA  
 

หนูตวัที ่ ระดับแอนติบอดี 

1                   1:64,000 
2                   1:64,000 
3                   1:128,000 
4                   1:32,000 
5                   1:128,000 
6                   1:64,000 
7                   1:128,000 
8                   1:16,000 
9                   1:32,000 
10                   1:64,000 
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ความเจือจาง (x100)ความเจือจาง 
 

        ภาพที่ 4.2 ตัวอยางระดับแอนติบอดีจากซีรัมของหนูทดลองที่ไดรับการฉีดกระตุนดวย  
  OTC-BSA จํานวน 4 ตัว จาก 10 ตัว ดวยวิธี Indirect ELISA โดยใชแอนติเจน  
  OTC-OVA ความเขมขน 20 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรเคลือบที่กนหลุม เทียบกับ  
                         ซีรัมของหนตัูวที่ 1 ที่ใชแอนติเจน OVA ความเขมขน 20 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
                         เคลือบทีก่นหลุม โดยใชซีรัมของหนูทดลองเจือจาง 1:1,000 ถึง 1:1,024,000 
  
4.2.2 ความสามารถในการจับของแอนติบอดีตอ OTC ในรูปอิสระ 
 จากการทดสอบความสามารถในการจับของแอนติบอดีในซีรัมกับ OTC ในรูปอิสระ 
โดยวิธี Indirect competitive ELISA พบวาซีรัมจากหนทูั้ง 10 ตัวสามารถทาํใหคาการดูดกลืนแสง
ที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตรในหลุมที่มี OTC ลดลงเมื่อเทียบกบัคาการดูดกลืนแสงในหลมุที่
ไมมี OTC นัน่แสดงใหเหน็วาซีรัมจากหนทูั้ง 10 ตัวสามารถจับกับ OTC ในรูปอิสระได โดยมี
เปอรเซ็นตการทําปฏิกิริยากบั OTC  ในรูปอิสระอยูในชวง 19-52 % ดังแสดงในตารางที่ 4.2 
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ตารางที่ 4.2  การทดสอบความสามารถในการจับกับ OTC ในรูปอิสระ จากซีรัมของหนูทดลองที ่
                     ไดรับการฉีดกระตุนดวย OTC-BSA โดยวธิี Indirect competitive ELISA 

คาการดูดกลนืแสงที ่492 นาโนเมตร 
% A492 ที่ลดลง 

หนูตัว
ที ่

ระดับความ
เจือจางใน
ซีรัม 

ไมมี 
OTC 

OTC  
(50 µg/ml) เมื่อเติม OTC 

1 1:2,000 1.004 0.722 28.09 
2 1:2,000 1.318 0.678 48.56 
3 1:2,000 1.530 0.989 35.36 
4 1:1,000 0.749 0.422 43.66 
5 1:2,000 0.454 0.366 19.38 
6 1:2,000 1.043 0.578 44.58 
7 1:4,000 0.724 0.308 57.46 
8 1:4,000 0.538 0.268 50.19 
9 1:4,000 0.890 0.508 42.92 

10 1:4,000 0.578 0.278 51.90 
 
4.3. ผลการหลอมรวมเซลลและคัดเลอืกเซลลไฮบริโดมาทีส่รางโมโนโคลนอลแอนติบอดี  
      ตอ OTC  
 ทําการหลอมรวมเซลลระหวางเซลลมามของหนูที่ไดรับการฉีดกระตุนดวย OTC-BSA 
กับเซลลมัยอีโลมา (NSI) จากหนทูั้งหมด 10 ตัว หลังจากทาํการหลอมรวมเซลลเปนระยะเวลา
ประมาณ 2  สัปดาห ดูเซลลไฮบริโดมาดวยกลองจุลทรรศนหวักลบัพบวาเซลลไฮบริโดมา เร่ิมมี
การเจริญเติบโตภายในอาหารเลี้ยงเซลล HAT  โดยจะเห็นเซลลขนาดเล็ก ลักษณะกลมใสเริ่ม
มีการเกาะกลุมกนัเปนโคโลนีภายในหลุม หลังจากที่มีการเจริญเติบโตของไฮบริโดมาเซลล
ประมาณ 1 ใน 4 ของหลมุ นาํอาหารเลี้ยงเซลลในหลุมที่มีโคโลนีของเซลลไฮบริโดมาเจริญขึ้น มา
คัดเลือกเซลลไฮบริโดมาที่สามารถผลิตแอนติบอดีได โดยวิธี Indirect ELISA หลังจากนัน้นาํน้ํา
เลี้ยงเซลลในหลุมที่ใหผลบวก (ใหคาการดูดกลืนแสงของอาหารเลีย้งเซลลที ่ 492 nm มากกวา 
หรือเทากับ 0.7) มาทําการทดสอบตอไปเพื่อดูวาเซลลไฮบริโดมาสามารถผลิตแอนติบอดีที่ตอ 
OTC ในรูปอิสระไดหรือไม โดยใชวิธี Indirect competitive ELISA  ใหผลดังตารางที ่4.3 
 ผลของการหลอมรวมเซลลทัง้ 10 คร้ัง ทําใหไดเซลลไฮบริโดมาที่สามารถผลติ
แอนติบอดีตอ OTC อิสระทั้งหมด 3 หลุม นําทั้ง 3 หลมุมาทําการแยกเซลลเดี่ยวโดยวิธี limiting 
dilution เพือ่ยืนยนัวาเซลลไฮบริโดมาทีไ่ด มาจากเซลลเร่ิมตนเพยีงเซลลเดยีวและยังคงสราง
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แอนติบอดีตอ OTC ในรูปอิสระ โดยตั้งชื่อโคลนที่ได คือ 2-4F, 7-3G และ 11-11A               
หลังจากนั้นเพิม่จํานวนเซลลในขวดเลี้ยงเซลลขนาดใหญ แลวนาํเซลลไปเก็บรักษาโดยแชแข็งใน
ไนโตรเจนเหลวและเก็บอาหารเลี้ยงเซลลทีม่ีโมโนโคลนอลแอนติบอดีอยูไวเพื่อศึกษาลักษณสมบัติ 
ตอไป  
 อยางไรก็ตามจากผลการหลอมรวมเซลลทัง้ 10 คร้ัง จะพบวาจากจํานวนหลมุต้ังตน 
1152 หลุม จะพบวามีเซลลไฮบริโดมาเจริญได ตั้งแต 41.66-100% แสดงใหเห็นวา การหลอมรวม
เซลลมีประสิทธิภาพ แตเซลลไฮบริโดมาทีม่ีการสรางแอนติบอดีตอ OTC ในรูปอิสระมีจํานวนนอย 
ทั้งนี้เนื่องจากในระหวางการคัดเลือกเพื่อใหไดเซลลไฮบริโดมาที่สรางโมโนโคลนอลแอนติบอดี ตอ 
OTC ในรูปอิสระ เซลลไฮบริโดมาที่ไดสวนใหญเมื่อมกีารแบงตัวเพิม่จํานวนขึ้นเรือ่ย ๆ จะสูญเสีย
ความสามารถในการผลิตแอนติบอดีไป ซึ่งจะเหน็ไดจากเมื่อนําอาหารเลี้ยงเซลลมาทดสอบอีกครั้ง
โดยวิธ ี Indirect ELISA แลวใหผลการทดลองเปนลบ ทาํใหไดเซลลไฮบริโดมาทีย่ังคงผลิต
แอนติบอดีตอ OTC ในรูปอิสระเพียงแค 3 โคลน 
 
ตารางที ่4.3 ผลการหลอมรวมเซลลของหนูทัง้ 10 คร้ัง ที่กระตุนภูมิคุมกันโดยใช OTC-BSA 
 

ระดับ จํานวน จํานวนหลุมที ่ จํานวนหลุม จํานวนหลุม รหัส 
แอนติบอดี หลุม เซลลไฮบริโดมา ที่ผลิต ที่แอนติบอดี โคลน คร้ังที ่

  ตั้งตน  เจริญ แอนติบอดี จับกับ OTC ที่ได  
1 1:64,000 1152 768 18 0 - 
2 1:64,000 1152 1152 72 0 - 
3 1:128,000 1152 768 8 0 - 
4 1:32,000 1152 1152 82 1 7-3G 
5 1:128,000 1152 716 5 0 - 
6 1:64,000 1152 784 4 0 - 
7 1:128,000 1152 960 9 0 - 
8 1:16,000 1152 480 2 0 - 
9 1:32,000 1152 960 7 1 2-4F 
10 1:64,000 1152 960 15 1 11-11A 
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4.4. ผลการศกึษาลักษณะสมบัติเบื้องตนของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
 
4.4.1 ผลการตรวจสอบไอโซไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

 จากการทดสอบไอโซไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากทัง้ 3 โมโนโคลนอล
แอนติบอดี โดยวิธ ีIndirect  ELISA  โดยใชแอนติบอดีมาตรฐาน IgG3 เปนตวัควบคมุ พบวาโมโน
โคลนอลแอนติบอดี 2-4F และโคลน 11-11A มีไอโซไทป IgG1 สวนโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
 7-3G มีไอโซไทป IgG2a ดังตารางที่ 4.4 
 
 ตารางที ่4.4  ผลการตรวจสอบไอโซไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยวิธ ีIndirect ELISA 
 

โมโนโคลนอลแอนติบอดี ไอโซไทป 

2-4F IgG1

7-3G IgG2a

11-11A IgG1

 
4.4.2 ผลการทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ OTC ในรูปอิสระ 
 จากการหาคาความเจือจางที่เหมาะสมของโมโนโคลนอลแอนติบอดี โดยวิธ ี Indirect 
ELISA โดยเลอืกคาการดูดกลืนแสงที ่ 492 นาโนเมตร ใกลเคียงกับ 1.00 พบวาไดความเจือจาง
ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 2-4F, 7-3G และ11-11A  ที่เหมาะสม คือ 1: 256 , 1:32 และ 1:128
ตามลําดับ โดยใชแอนติเจน OTC-OVA 20 µg/ml ในการเคลือบกนหลุมดังตารางที ่4.5 
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ตารางที่ 4.5 ความสัมพันธของความเจือจางของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 2-4F, 7-3G และ  
                   11-11A กับคาการดูดกลืนแสงในการทดสอบวิธ ีIndirect ELISA 

           
A492ความเจือจาง 

2-4F   7-3G   11-11A 
1:2 1.797  0.773  1.819 
1:4 1.707  1.018  1.809 
1:8 1.714  1.138  1.788 

1:16 1.727  1.202  1.937 
1:32 1.721  1.026  1.817 
1:64 1.636  0.854  1.658 
1:128 1.477  0.577  1.238 
1:256 1.267   0.450   0.879 

 
 ทําการหาคา IC50 และ LOD โดยใชความเจือจางที่เหมาะสมของแตละโมโนโคลนอล
แอนติบอดี โดยวิธ ี Indirect competitive ELISA โดยใช OTC ในรูปอิสระเปนตัวแขงขันที่ความ
เขมขนตาง ๆ โดยเริ่มจากความเขมขน 0.001 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร จนถึง 100 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร วัดคาการดูดกลนืแสงที่ 492 นาโนเมตร หลังจากนั้นนาํมาคาํนวณผลโดยใชโปรแกรม 
Graph pad prism 4 ไดผลดังภาพที่ 4.3, 4.4 และ 4.5 พบวาทัง้ 3 โมโนโคลนอลแอนติบอดี คือ  
2-4F, 7-3G และ 11-11A ใหคา IC50 เฉล่ีย + สวนเบี่ยงเบนมาตรฐานเทากับ 0.19 + 0.04, 0.56 + 
0.10 และ 2.66 + 1.16 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  (ppm) ตามลําดับ และใหคา LOD เฉล่ีย + สวน
เบี่ยงเบนมาตรฐานเทากับ 0.08 + 0.03, 0.20 + 0.18 และ 0.96 + 1.21 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
(ppm) 
 ซึ่งจะเห็นวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ได มีความไวตอ OTC ตางกนั โดยโมโนโคลนอล
แอนติบอดีที่มคีวามไวมากทีสุ่ด คือ โมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลน 2-4F รองลงมาคือ 7-3G 
และ 11-11A ตามลําดับ ดงัตารางที่ 4.6 และภาพที่ 4.6  
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ตารางที่ 4.6  IC50 และ LOD ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 2-4F, 7-3G และ 11-11A จากการ 
                    วิเคราะหดวยวิธี  Indirect  competitive ELISA 
 

   
Clone  Avg. IC50 + SD (µg/ml) Avg. LOD + SD (µg/ml) 
2-4F 0.19 + 0.04 0.08 + 0.03 
7-3G 0.56 + 0.10 0.20 + 0.18 

11-11A 2.66 + 1.16 0.96 + 1.21 
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ภาพที ่4.3  ความสัมพนัธระหวางอัตราสวนการดูดกลนืแสงและปรมิาณ OTC ในการแขงขันเมือ่ 
                 ทดสอบดวย Indirect competitive ELISA โดยใช OTC-OVA ความเขมขน 20  
                 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรเคลือบที่กนหลุมและโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลน 2-4F 



 57
 

0.0001 0.001 0.01 0.1 1 10 100 1000
0

20

40

60

80

100
0.56 + 0.10IC50

0.20 + 0.18LOD
µg/ml
µg/ml

 OTC Conc. (µg/ml)

%B
/B

0

 
ภาพที ่4.4 ความสัมพันธระหวางอัตราสวนการดูดกลนืแสงและปริมาณ OTC ในการแขงขันเมื่อ 
                ทดสอบดวย Indirect competitive ELISA โดยใช OTC-OVA ความเขมขน 20  
                ตอมิลลิลิตรเคลือบที่กนหลมุและโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลน 7-3G 
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ภาพที ่4.5  ความสัมพนัธระหวางอัตราสวนการดูดกลนืแสงและปรมิาณ OTC ในการแขงขันเมือ่ 
                 ทดสอบดวย Indirect competitive ELISA โดยใช OTC-OVA ความเขมขน 20 
                 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรเคลือบที่กนหลุมและโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลน11-11A 
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ภาพที ่4.6 กราฟเปรียบเทยีบความสัมพนัธระหวางอัตราสวนการดูดกลืนแสงและปรมิาณ OTC  
                ในการแขงขันเมือ่ทดสอบดวย Indirect competitive ELISA ของโมโนโคลนอล 
                แอนติบอดี  2-4F, 7-3G และ 11-11A  
 
4.4.3 ผลการทดสอบความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ OTC   
 ทดสอบความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยทดสอบปฏิกิริยาขามของโมโน
โคลนอลแอนติบอดีทั้ง 3 โคลนโดยวธิี Indirect competitive ELISA โดยใชตัวแขงขันเปนสารใน
กลุม TCs คือ TC, CTC, RTC และ DC และสารนอกกลุม TCs จํานวน 9 ตัว นําคาการดูดกลนื
แสงคํานวณโดยใชโปรแกรม graph pad prism 4 เพื่อหา IC50 ของแตละสาร ไดผลดังภาพที่ 4.7 , 
4.8 และ 4.9  และตารางที่ 4.7 
 ผลการเกิดปฏกิิริยาขามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลน 2-4F พบวาเกิด 
ปฏิกิริยา ขามกับสารในกลุมทั้ง 4 ชนิด โดยเรียงลําดับการเกิดปฏิกิริยาขามจากมากไปนอยได คือ 
RTC, TC, DC และ CTC มีคาเฉลีย่การเกิดปฏิกิริยาขามเทากับ 275, 54, 29 และ 27 % 
ตามลําดับ  
 ผลการเกิดปฏกิิริยาขามของโคลน 7-3G พบวาเกิดปฏิกิริยาขามกบักับสารในกลุม 3 
ชนิดคือ TC, DC และ RTC โดยมีคาเฉลี่ยการเกิดปฏกิิริยาขามเทากับ 2, 41 และ 5%ตามลําดับ 
สวน CTC เกิดปฏิกิริยาขามนอยกวาหรอืเทากับ 0.6% สวนโมโนโคลนอลแอนติบอดี 11-11A มี
ปฏิกิริยาขามเฉพาะกับ DC เพียงชนิดเดยีวโดยมีเปอรเซน็ตการเกิดปฏิกิริยาขามเฉลีย่เทากับ 19% 
และเกิดปฏิกิริยาขามกับ TC, CTC และ RTC นอยกวาหรือเทากับ 3% แตโมโนโคลนอล
แอนติบอดีที่ไดจากทัง้ 3 โคลน ไมเกิดปฏกิิริยาขามกับสารนอกกลุมที่นาํมาทดสอบทุกชนิด 
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 จากการที่โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดทัง้ 3 โคลนไมทําปฏิกิริยากบัสารนอกกลุม TCs 
นั่นคือแอนติบอดีที่ได มีความจําเพาะกับสารภายในกลุม TCs คอนขางสูงทั้งนี้อาจมสีาเหตุจากมี
โครงสรางของโมแลกุลใกลเคียงกนั หากนํามาเปรียบเทียบกับงานวจิัยของ Navarro และ Morais 
(2007) พบวาโพลีโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจากการกระตุนสัตวทดลองดวย TC ใหคาการ
เกิดปฏิกิริยาขามตอสารในกลุม TCs ทุกตัวเชนเดยีวกนัโดยสารที่เกดิปฏกิิริยาขามมากที่สุด คือ 
RTC ที่ 91% รองลงมาคือ OTC และ CTC ที่ 30 และ 14% ตามลําดับ 
 
ตารางที่ 4.7 คา IC50 เฉลี่ยและเปอรเซ็นตการเกิดปฏิกริิยาขามเฉลีย่ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี  
                   2-4F, 7-3G และ 11-11A ตอสารในกลุม TCs และ สารนอกกลุมโดยวิธ ีIndirect   
                   competitive ELISA 

2-4F 7-3G 11-11A 
Compounds 
(100 µg/ml) 

Avg. 
IC50 + SD 
(µg/ml) 

Avg. 
CR 
(%) 

Avg. 
IC50 +  SD 

(µg/ml) 

Avg. 
CR 
(%) 

Avg. 
IC50 + SD 
(µg/ml) 

Avg. 
CR 
(%) 

Oxytetracycline 0.19 + 0.04 100 0.56 + 0.10 100 2.66 + 1.16 100 
Tetracyclines       
      TC 0.41 + 0.19 54 18.97 + 0.73 2 > 100 < 3 
      CTC 0.71 + 0.19 29 >100 < 0.6 > 100 < 3  
      DC 11.25 + 3.75 27 0.97 + 0.51 41 13.46 + 9.30 19 
      RTC 0.07 + 0.02 275 7.61 + 1.67 5 > 100 < 3  
Other antibiotics       
      Norfloxacin > 100 < 0.2  > 100 < 0.6 > 100 < 3 
      Penicilin G > 100 < 0.2 > 100 < 0.6 > 100 < 3 
      Avermectin > 100 < 0.2 > 100 < 0.6 > 100 < 3 
      Streptomycin > 100 < 0.2 > 100 < 0.6 > 100 < 3 
      Sulfaquinoxaline > 100 < 0.2 > 100 < 0.6 > 100 < 3 
      AMOZ > 100 < 0.2 > 100 < 0.6 > 100 < 3 

  Metronidazole > 100 < 0.2 > 100 < 0.6 > 100 < 3 
     Chloramphenicol > 100 < 0.2 > 100 < 0.6 > 100 < 3 
Clenbuterol > 100 < 0.2 > 100 < 0.6 > 100 < 3 
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ภาพที ่4.7 ความสัมพันธของคาการดูดกลืนแสงกับความเขมขนของ OTC ในการทดสอบปฏิกิริยา 
               ขามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 2-4F โดยวธิี Indirect competitive ตอสารใน 
              กลุม TCs  
 
 

 
 
 

           IC50                 LOD 
OTC 0.56  + 0.10   0.20  + 0.18  µg/ml 
 DC   0.97  + 0.25   0.44  + 0.01  µg/ml 

TC   18.97 + 0.73   8.04  + 2.45  µg/ml 
RTC 7.61  + 1.67   0.48  + 0.06  µg/ml 
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ภาพที ่4.8 ความสัมพันธของคาการดูดกลืนแสงกับความเขมขนของ OTC ในการทดสอบปฏิกิริยา 
                ขามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 7-3G โดยวิธี Indirect competitive ELISA  ตอ    
                สารในกลุม TCs  
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ภาพที ่4.9 ความสัมพันธของคาการดูดกลืนแสงกับความเขมขนของ OTC ในการทดสอบ 
                ปฏิกิริยาขามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 11-11A โดยวิธี Indirect  
                competitive ELISA  ตอสารในกลุม TCs  
 
4.5. ผลการทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหบริสุทธิ ์
 จากการทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดพบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
2-4F มีความไวมากที่สุด จงึนําอาหารเลี้ยงเซลลของโคลน 2-4F มาทําใหบริสุทธิด์วยวิธโีครมาโท- 
กราฟแบบสัมพรรคภาพ (affinity chromatography) ซึ่งมโีปรตีนจีเซฟาโรส (protein G 
sepharose) บรรจุอยูในคอลัมน เนื่องจากโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจากโคลน 2-4F มีไอโซไทป 
IgG1 ซึ่งมีสัมพรรคภาพสูงกับโปรตีน จ ีแอนติบอดีจึงถูกจับอยูในคอลัมน และจะถูกชะออกมาโดย
ใชบัฟเฟอรที่ pH 2.7 โดยนําแตละสวน (fraction) ที่ไดมาตรวจหาโปรตีน โดยวดัคาการดูดกลืน
แสงที ่ 280 นาโนเมตรและตรวจการมีแอนติบอดีดวยวธิี Indirect ELISA และวัดคาการดูดกลนื
แสงที่ 492 นาโนเมตร โดยใชความเจือจางของแตละสวนที่ 1:100 ไดผลดังภาพที ่ 4.10 พบวาใน
สวนที่ 5-13 มีคาการดูดกลนืแสงที่ 280 นาโนเมตร และ 492 นาโนเมตรสูง  ซึง่แสดงใหเห็นวาเปน
สวนที่แอนติบอดีถูกชะออกมา จงึนาํสวนนั้น ๆ มารวมกันและทําการไดอะไลซีสเพื่อทําใหมีความ
เขมขนสูงขึ้นและทําใหแอนติบอดีอยูใน pH 7.4 
 หลังจากนั้นนาํโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังจากทาํใหบริสุทธิ์ มาทดสอบความบริสุทธิ์
โดยวิธ ี SDS-PAGE โดยการหามวลโมเลกุลของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 2-4F โดยเปรียบเทยีบ
กับโปรตีนมาตรฐาน (Marker) เพื่อใหทราบถงึขนาดของหนวยยอยของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
เมื่อเปรียบเทยีบแถบของโปรตีนที่เกิดขึน้ พบวากอนทําใหโมโนโคลนอลแอนติบอดีบริสุทธิ์ พบแถบ
โปรตีนเพยีง 1 แถบมีขนาดใหญ ซึ่งคาดวามีโปรตีนอืน่ปะปนอยูมาก แตหลังจากทาํโมโนโคลนอล
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แอนติบอดีใหบริสุทธิ ์ โดยใชโปรตีนจ ี คอลัมน ซึ่งจะมีเฉพาะแอนติบอดีเทานั้นที่จบัอยูในคอลัมน 
โดยโปรตีนอื่น ๆ จะถูกชะออกไปจากคอลัมน วธิีนีท้ําใหไดโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่บริสุทธิ์ข้ึนจึง
พบโปรตีน 2 ขนาด มีมวลโมเลกุลประมาณ 51.92 กิโลดาลตัน และ ประมาณ 28.20 กิโลดาลตนั 
ดาดวาเปนขนาดโปรตีนสายยาว (heavy chain) และโปรตีนสายสัน้ (light chain) ตามลําดับ 

Fraction 

ภาพที ่4.10 โครมาโตแกรมของการทาํโมโนโคลนอลแอนตบิอดีจากโคลน 2-4F ใหบริสุทธิ์    
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                  โดยใชโปรตีนจคีอลัมน ชะแอนติบอดีดวยไกลซีนไฮโดรคลอไรด บัฟเฟอร 
                   pH 2.7 อัตราการไหล 1 มิลลิลิตรตอนาที  
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ภาพที ่4.11 แสดงแถบโปรตีนของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 2-4F หลังจากทําใหบริสุทธิ์โดย 
                  วธิี SDS-PAGE         
            โดยชองที ่1 คือ  โปรตีนมาตรฐาน 
                                       2        อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 10% FCS 
                                         3        ซีรัม (FCS) 
                                                  4        อาหารเลี้ยงเซลล 2-4F กอนทาํใหบริสุทธิ ์
                                                 5        อาหารเลีย้งเซลล 2-4F หลงัทาํใหบริสุทธิ ์                      
ตารางที่ 4.8 ผลของการหามวลโมเลกุลของโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังจากทาํใหบริสุทธิ์ดวย 
                   เทคนิค SDS-PAGE 
        

โปรตีนมาตรฐาน มวลโมเลกุล 
(kDa) 

ระยะทางที่
เคลื่อนที ่ Relative mobility (Rf) 

ชนิดโปรตีน    
      Phosphorylase 97.4 0.17 1.10 
      Albumin 66.2 0.23 1.50 
      Ovalbumin 45.2 0.35 2.25 
      Carbonic anhydrase 31.0 0.44 2.85 
      Trypsin inhibitor 21.5 0.60 3.85 
        α−lactalbumin 14.4 0.73 4.70 
โมโนโคลนอลแอนติบอดี 2-4F    
       Heavy chain 52.0 1.80 0.28 
       Light chain 28.2 3.35 0.52 

Phosphorylase          97.4 
kDa 

Heavy chain 
51.92 kDa 

Ovalbumin                45.2 

Trypsin inhibitor         21.5 

Albumin                    66.2 

Light chain 
28.2 kDa 

Carbonic anhydrase 31.0 

α-lactalbumin            14.4 

            1         2        3         4          5 
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บทที่ 5 
สรุปผลการวจิัยและขอเสนอแนะ 

 
สรุปผลการวจิัย 

 ในงานวิจัยนี้ไดทําการเตรียมแอนติเจนที่ใชในการฉีดกระตุนภูมิคุมกันหนูทดลอง 
โดยเชื่อม OTC เขากับโปรตีนพาหะ BSA โดยปฏิกิริยา Mannich ไดเปน OTC-BSA จากการ
เปรียบเทียบมวล OTC-BSA  ซึ่ง มีมวลโมเลกุล 70,032.194 กับโปรตีนพาหะ BSA ซึ่งมีมวล
โมเลกุล 66,790.385 พบวามีมวลโมเลกุลเพิ่มข้ึน สามารถคํานวณไดวาโปรตีน BSA แตละ
โมเลกุลจะมีการเชื่อมติดของ OTC 7 โมเลกุล จากนั้นทําฉีดกระตุนหนูทั้ง 10 ตัว โดยแบงกลุมการ
ฉีดกระตุนกลุมละ 3-4 ตัว  OTC-BSA พบวาซีรัมของหนูทดลองมีระดับแอนติเจนในชวง 1:16,000 
– 1:128,000 และสามารถผลิตแอนติบอดีที่จับกับ OTC ในรูปอิสระไดทุกตัว ทําใหคาการดูดกลืน
แสงในการทํา Indirect competitive ELISA ลดลง โดยมีคา % การจับอยูในชวง 19 - 52%  นําหนู
ที่ใหระดับแอนติบอดีที่สูง มาทําการหลอมรวมเซลล หลังจากการหลอมรวมเซลลมามและเซลลมัย
อีโลมา NSI โดยใช PEG เปนสารชวยในการหลอมรวมเซลล พบวาสามารถคัดเลือกเซลลไฮบริโด
มาที่สามารถผลิตแอนติบอดีตอ OTC จํานวน 3 โคลน คือ โคลน 2-4F, 7-3G และ 11-11A  ซึ่งมา
จากการหลอมรวมเซลลในครั้งที่ 4, 9 และ 10 ตามลําดับ หลังจากนั้นนํามาขยายเพิ่มจํานวนเซลล 
เพื่อผลิตแอนติบอดี นําโมโนโคลนอลแอนติบอดีมาศึกษาลักษณะเบื้องตน ตรวจสอบไอโซไทปของ
โมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้ง 3 โคลน โดยวิธี Indirect ELISA พบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ได
จากโคลน 2-4F และ 11-11A มีไอโซไทปเปน IgG1 สวนโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลน 7-3G 
มีไอโซไทปเปน IgG2aหลังจากนั้นนํามาทดสอบความไวตอ OTC ในรูปอิสระและการเกิดปฏิกิริยา
ขาม โดยใชวิธี Indirect competitive ELISA พบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจากโคลน 2-4F มี
ความไวตอ OTC ในรูปอิสระมากที่สุด โดยใหคา IC50 และ LOD เฉลี่ย + สวนเบี่ยงมาตรฐาน
เทากับ 0.19 + 0.04 และ 0.08 + 0.03 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรตามลําดับ เกิดปฏิกิริยาขามกับสาร
ในกลุม TCs จากมากไปนอยดังนี้คือ RTC, TC, DC และ CTC โดยมีคาเปอรเซ็นตการทําปฏิกิริยา
ขาม 275, 54, 29 และ 27%ตามลําดับ สวนแอนติบอดีจากโคลน 7-3G มีความไวรองลงมาโดยให
คา IC50 และ LOD เฉลี่ย + สวนเบี่ยงมาตรฐานเทากับเทากับ 0.56 + 0.10  และ 0.20 + 0.18 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เกิดปฏิกิริยาขามกับสารในกลุม TCs 3 ชนิด โดยเรียงลําดับการ
เกิดปฏิกิริยาขามจากมากไปนอย คือ DC, RTC และ TC โดยมีเปอรเซ็นตการทําปฏิกิริยาขาม 41, 
5 และ 2 % ตามลําดับ สวนโมโนโคลนอลแอนติบอดี 11-11A  มีความไวนอยที่สุด โดยใหคา IC50 
และ LOD เฉลี่ย + สวนเบี่ยงมาตรฐานเทากับ 2.66 + 1.16 และ 0.96 + 1.21 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตรตามลําดับ และเกิดปฏิกิริยาขามกับสารในกลุม TCs เพียงชนิดเดียวคือ DC โดยมี
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เปอรเซ็นตการทําปฏิกิริยาขาม 19% แตอยางไรก็ตามโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากทั้ง 3 โคลนไม
เกิดปฏิกิริยาขามกับสารนอกกลุม TCs  โดย%การเกิดปฏิกิริยาขามของโมโนโคลนนอลสามารถ
บอกความชอบในการจับของโมโนโคลนอลแอนติบอดีกับสาร ซึ่งหากมีคา %การทําปฏิกิริยาขามที่
สูงหมายถึงสามารถจับกับสารชนิดนั้นไดดี  ตัวอยางเชน โมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลน 2-4F 
สามารถจับกับสารในกลุม TCs ที่นํามาทดสอบไดทุกชนิด โดยจับกับ RTC ไดดีที่สุด ซึ่งดูได
จาก %การเกิดปฏิกิริยาขามซึ่งเทากับ 275% ซึ่งมากกวา %การเกิดปฏิกิริยาขามของ OTC ที่
เทากับ 100% 

ดังนัน้จึงเลือกแอนติบอดีที่มคีวามไวมากทีสุ่ดคือ จากโคลน 2-4F มาทําใหบริสุทธิ์โดยใช
โปรตีนจีเซฟาโรสคอลัมน ไดแอนติบอดีที่บริสุทธิ์ข้ึน ตรวจสอบความบริสุทธิ์และมวลโมเลกุลของ
แอนติบอดีโดยการทํา SDS-PAGE พบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีมีความบริสุทธิ์และพบวามวล
โมเลกุลของแอนติบอดีสายสั้นและสายยาวมีขนาด 51.92 และ 28.2 กิโลดาลตัน ตามลําดับ 

จากการงานวิจัยนี้พบวาแอนติบอดีจากโคลน 2-4F เปนโคลนที่มีความไวมากที่สุด ซึ่ง
ความไวที่ไดสามารถตรวจวัดสาร OTC ในรูปอิสระไดต่ํากวาคาปริมาณยาตกคางสูงสุดที่
กําหนดใหมีได ที่ประกาศโดยกระทรวงสาธารณสุข คือ 0.1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ppm) ดังนั้น
จึงสามารถนําโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจากโคลน 2-4F มาใชในการพัฒนาชุดตรวจสอบสารใน
กลุม TCs ที่ตกคางในผลิตภัณฑอาหารโดยวิธีทางภูมิคุมกันวิทยาในอนาคตตอไปได 

 
ตารางสรุป การศึกษาลักษณะสมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 2-4F, 7-3G และ 11-11A 

        
ลักษณะสมบตัิ โมโนโคลนอลแอนติบอดี 

  2-4F 7-3G 11-11A 
ไอโซไทป IgG1 IgG2a IgG1

IC50 (µg/ml) 0.19 + 0.04 0.56 + 0.10 2.66 + 1.16 
LOD (µg/ml) 0.08 + 0.03 0.20 + 0.18 0.96 + 1.21 

เปอรเซ็นตปฏิกิริยาขาม (%)    
OTC 100 100 100 
TC 54 2 < 3  

CTC 29 < 0.6 19 
DC 27 41 < 3  
RTC 275 5 < 3 
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ขอเสนอแนะ  

เนื่องจากโมโนโคลนอลแอนติบอดี 11-11A เปนโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีความจาํเพาะ
สูงที่สุด ซึง่ควรจะนาํไปพฒันาชุดตรวจสอบสาร OTC ในผลิตภัณฑ แตเนื่องจากโมโนโคลนอล
แอนติบอดี 11-11A มีความไวคอนขางต่ํา ดงันัน้จึงไมเหมาะสมตอการพัฒนาชุดตรวจสอบแบบ 
ELISA  

สวนโมโนโคลนอลแอนติบอดี 2-4F มีความไวมากที่สุด โดยใหคา LOD ต่ํากวาคา MRLs 
ที่กําหนด และเกิดปฏิกิริยาขามกับสารในกลุมเตตราซัยคลินทีน่ํามาทดสอบทั้ง 4 ชนิด ดังนั้นจงึ
เหมาะสมที่จะเลือกใชโมโนโคลนอลแอนติบอดี 2-4F มาใชพฒันาชดุตรวจสอบสารในกลุม TC 
(generic test)   

โดยเมื่อเปรียบเทียบกับชุดตรวจสอบสารในกลุมเตตราซัยคลินโดยวิธ ี ELISA SNAP  
Tetracycline Test Kit  ซึ่งใชตรวจ TC, OTC และ CTC ในน้าํนมดบิ สามารถตรวจ OTC  ไดใน
ระดับ  50 ppb ซึ่งมีระดับความไวใกลเคียงกนั ดังนัน้จึงควรพัฒนาความไวของแอนติบอดี 2-4F 
ใหมีความไวมากขึ้น สามารถตรวจ OTC และสารในกลุม TCs ในเชิงปริมาณได และพัฒนา
รูปแบบชุดตรวจสอบ ELISA ใหเหมาะกบัการหาปริมาณสารตกคางในผลิตภัณฑกุง  ซึ่งจะทาํให
การตรวจ OTC ในโรงงานอาหารสงออกทาํไดงาย  รวดเร็ว และประหยัดมากขึน้ 
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ภาคผนวก ก 
ตารางที่ ก.1  คาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 562 นาโนเมตร ของสารละลายโปรตีนมาตรฐาน           
                    BSA  โดยวิธ ีBCA 

 
    

ความเขมขนโปรตีน BSA A562

(mg/ml)   
0 0 

0.1 0.168 
0.2 0.279 
0.4 0.508 
0.6 0.769 
0.8 0.979 
1.0 1.201 

 
 
 
 

y = 1.1856x + 0.0327
R2 = 0.998
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A 56
2

ภาพที ่ก.1 กราฟมาตรฐานของโปรตีน BSA โดยวิธ ีBCA 
ความเขมขนของโปรตีน BSA (mg/ml) 

 
 
 



 74
 

ตารางที่ ก.2 ผลของการคัดเลือกเซลลไฮบริโดมาในครัง้ที ่2 โดยวิธี Indirect competitive ELISA  

A492คร้ังที่หลอม
รวมเซลล 

โมโน
โคลนอล 
แอนติบอดี ไมเติมOTC OTC 50 µg/ml 

% A492

ที่ลดลงเมื่อเตมิ OTC 

4 7-3G 2.033 0.558 72.55 

9 2-4F 0.963 0.073 92.42 

10 11-11A 1.801 0.599 66.74 
 
ตารางที่ ก.3  คาการดูดกลนืแสงที่ 492 นาโนเมตรของแอนติบอดีจากโคลน 2-4F โดยวธิี Indirect   
                     ELISA 

          
ตัวแขงขัน A492

(µg/ml) 1 2 3 Average 
0 1.242 1.245 1.181 1.223 

0.001 1.170 1.462 1.462 1.365 
0.01 1.151 1.500 1.500 1.384 
0.025 1.085 1.443 1.443 1.324 
0.05 0.962 1.356 1.356 1.224 
0.075 0.786 1.285 1.285 1.119 
0.1 0.842 1.119 1.119 1.027 

0.25 0.546 0.985 0.985 0.839 
0.5 0.399 0.718 0.718 0.612 

0.75 0.251 0.422 0.422 0.365 
1.0 0.122 0.274 0.274 0.223 
5.0 0.090 0.059 0.059 0.069 
10 0.070 0.073 0.073 0.072 
100 0.066 0.057 0.057 0.060 
IC50 0.156 0.239 0.175 0.190 
LOD 0.071 0.127 0.054 0.084 
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ตารางที่ ก.4  คาการดูดกลนืแสงที่ 492 นาโนเมตรของแอนติบอดีจากโคลน 7-3G โดยวิธี  
                     Indirect  ELISA 

      
ตัวแขงขัน A492

(µg/ml) 1 2 3 Average 
0 1.769 1.380 0.860 1.336 

0.001 1.706 1.529 0.644 1.293 
0.01 1.675 1.512 0.774 1.320 

0.025 1.625 1.510 0.802 1.312 
0.05 1.566 1.436 0.769 1.257 

0.075 1.536 1.444 0.754 1.244 
0.1 1.470 1.474 0.720 1.221 
0.25 1.299 1.301 0.614 1.071 
0.5 1.204 1.259 0.595 1.019 
0.75 0.818 0.857 0.438 0.704 
1.0 0.651 0.664 0.272 0.529 
5.0 0.231 0.093 0.075 0.133 
10 0.165 0.073 0.046 0.095 

100 0.123 0.061 0.046 0.077 
IC50 0.58 0.657 0.46 0.566 
LOD 0.07 0.12 0.4 0.197 
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ตารางที่ ก.5  คาการดูดกลนืแสงที่ 492 นาโนเมตรของแอนติบอดีจากโคลน 11-11A โดยวิธี  
                    Indirect  ELISA 

      
ตัวแขงขัน A492

(µg/ml) 1 2 3 Average 
0 0.998 1.329 1.031 1.119 

0.001 0.901 0.901 1.409 1.070 
0.01 0.916 0.916 1.507 1.113 
0.025 0.935 0.935 1.541 1.137 
0.05 0.926 0.926 1.538 1.130 
0.075 0.899 0.899 1.567 1.122 
0.1 0.917 0.910 1.529 1.119 

0.25 0.950 0.950 1.530 1.143 
0.5 0.890 0.890 1.424 1.068 

0.75 0.876 0.876 1.300 1.017 
1.0 0.799 0.799 1.185 0.928 
5.0 0.554 0.554 0.395 0.501 
10 0.381 0.381 0.654 0.472 
100 0.122 0.122 0.175 0.140 
IC50 3.92 1.64 2.41 2.657 
LOD 0.11 0.42 2.35 0.960 
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ตารางที่ ก.6  คา IC50 และ%การทําปฏิกริิยาขามของ ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลน  
                    2-4F กับสารในและนอกกลุม TCs โดยวธิ ีIndirect competitive ELISA   

คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ังที่ 3 เฉลี่ย 
IC50 CR IC50 CR  IC50 CR  

Compounds 
(100 µg/ml) 

(µg/ml)  (%) (µg/ml) (%) (µg/ml) (%) 
IC50+ SD 
(µg/ml) 

CR 
(%) 

Oxytetracycline 0.16 100 0.24 100 0.18 100 0.19 + 0.42 100 
Tetracyclines         
      TC 0.19 82 0.54 44 0.51 35 0.41 + 0.19 54 
      CTC 0.91 17 0.68 35 0.53 34 0.71 + 0.19 29 
      DC 6.92 2 13.40 2 13.42 1 11.25 + 3.75 27 
      RTC 0.07 206 0.09 267 0.05 353 0.07 + 0.02 275 
Other antibiotics         
      Norfloxacin >100 < 0.2 >100 < 0.2 >100 < 0.2 >100 < 0.2 
      Penicilin G >100 < 0.2 >100 < 0.2 >100 < 0.2 >100 < 0.2 
      Avermectin >100 < 0.2 >100 < 0.2 >100 < 0.2 >100 < 0.2 
      Streptomycin >100 < 0.2 >100 < 0.2 >100 < 0.2 >100 < 0.2 
      Sulfaquinoxaline >100 < 0.2 >100 < 0.2 >100 < 0.2 >100 < 0.2 
      AMOZ >100 < 0.2 >100 < 0.2 >100 < 0.2 >100 < 0.2 
      Metronidazole >100 < 0.2 >100 < 0.2 >100 < 0.2 >100 < 0.2 
     Chloramphenicol >100 < 0.2 >100 < 0.2 >100 < 0.2 >100 < 0.2 
Clenbuterol >100 < 0.2 >100 < 0.2 >100 < 0.2 >100 < 0.2 
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ตารางที่ ก.7 คา IC50 และ%การทําปฏิกริิยาขามของ ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลน  
                   7-3G กับสารในและนอกกลุม TCs โดยวธิ ีIndirect competitive ELISA   

คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ังที่ 3 เฉล่ีย 
IC50 CR IC50 CR  IC50 CR  

Compounds 
(100 µg/ml) 

(µg/ml)  (%) (µg/ml) (%) (µg/ml) (%) 
IC50+ SD 
(µg/ml) 

CR 
(%) 

Oxytetracycline 0.46 100 0.74 100 0.48 100 0.56 + 0.10 100 
Tetracycline family         
      TC 17.40 2 18.76 2 20.74 1 18.97 + 0.73 2 
      CTC >100 < 0.5 >100 < 0.7 >100 < 0.5 >100 < 0.6 
      DC 0.69 67 1.56 17 0.66 39 0.97 + 0.51 41 
      RTC 8.56 5 4.92 6 9.36 3 7.61 + 1.67 5 
Other antibiotics         
      TC >100 < 0.5 >100 < 0.7 >100 < 0.5 >100 < 0.6 
      CTC >100 < 0.5 >100 < 0.7 >100 < 0.5 >100 < 0.6 
      DC >100 < 0.5 >100 < 0.7 >100 < 0.5 >100 < 0.6 
      RTC >100 < 0.5 >100 < 0.7 >100 < 0.5 >100 < 0.6 
Other antibiotics >100 < 0.5 >100 < 0.7 >100 < 0.5 >100 < 0.6 
      Norfloxacin >100 < 0.5 >100 < 0.7 >100 < 0.5 >100 < 0.6 
      Penicilin G >100 < 0.5 >100 < 0.7 >100 < 0.5 >100 < 0.6 
      Avermectin >100 < 0.5 >100 < 0.7 >100 < 0.5 >100 < 0.6 
      Streptomycin >100 < 0.5 >100 < 0.7 >100 < 0.5 >100 < 0.6 
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ตารางที่ ก.8  คา IC50 และ%การทําปฏิกริิยาขามของ ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลน  
                    11-11A กับสารในและนอกกลุม TCs โดยวิธี Indirect competitive ELISA   

คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ังที่ 3 เฉล่ีย 
IC50 CR IC50 CR  IC50 CR  

Compounds 
(100 µg/ml) 

(µg/ml)  (%) (µg/ml) (%) (µg/ml) (%) 
IC50+ SD 
(µg/ml) 

CR 
(%) 

Oxytetracycline 3.92 100 2.41 100 1.64 100 2.66 + 1.20 100 
Tetracycline family         
      TC >100 < 4 >100 <2 >100 <2 >100 < 3 
      CTC >100 < 4 >100 <2 >100 <2 >100 < 3 
      DC 2.77 48 17.90 13 19.70 8 13.46 + 9.30 19 
      RTC >100 < 4 >100 <2 >100 <2 >100 < 3 
Other antibiotics         
      TC >100 < 4 >100 < 2 >100 < 2 >100 < 3 
      CTC >100 < 4 >100 < 2 >100 < 2 >100 < 3 
      DC >100 < 4 >100 < 2 >100 < 2 >100 < 3 
      RTC >100 < 4 >100 < 2 >100 < 2 >100 < 3 
Other antibiotics >100 < 4 >100 < 2 >100 < 2 >100 < 3 
      Norfloxacin >100 < 4 >100 < 2 >100 < 2 >100 < 3 
      Penicilin G >100 < 4 >100 < 2 >100 < 2 >100 < 3 
      Avermectin >100 < 4 >100 < 2 >100 < 2 >100 < 3 
      Streptomycin >100 < 4 >100 < 2 >100 < 2 >100 < 3 
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ตารางที่ ก.9 คาการดูดกลนืแสงที่ 492 นาโนเมตร โดยการทํา Indirect ELISA เพือ่หา Isotype             
                   ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

A492โคลน 
IgG1 IgG2a IgG2b IgG3 IgA IgM 

2-4F 1.415 0.32 0.329 0.328 0.222 0.301 
7-3G 0.123 0.827 0.183 0.181 0.117 0.295 

11-11A 1.514 0.107 0.158 0.417 0.103 0.269 
Control IgG3 0.112 0.404 0..576 1.721 0.381 0.147 

 
 
ตารางที่ ก.10 คาการดูดกลนืแสงของโปรตีนที่ 280 นาโนเมตร และคาการดูดกลนืแสงจากการทาํ   
                     Indirect ELISA ที่ 492 นาโนเมตร 

             
Fraction  A280 A492  Fraction  A280 A492

1 0.172 -  16 0.204 0.287 
2 0.175 0.172  17 0.212 0.175 
3 0.188 -  18 0.186 - 
4 0.180 0.132  19 0.159 0.129 
5 0.176 0.436  20 0.175 - 
6 0.538 1.603  21 0.168 0.107 
7 2.625 1.768  22 0.210 - 
8 2.565 1.754  23 0.224 0.121 
9 1.717 1.688  24 0.208 - 

10 1.089 1.598  25 0.225 0.09 
11 0.703 1.612  26 0.179 - 
12 0.505 1.541  27 0.209 - 
13 0.372 0.746  28 0.168 - 
14 0.291 0.454  29 0.168 - 
15 0.229 0.421  30 0.162 - 

 
              หมายเหตุ เครื่องหมาย – ไมไดนําไปทํา Indirect ELISA 
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y = -38.181Ln(x) + 74.37
R2 = 0.983
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ภาพที ่ก. 2  กราฟมาตรฐานของโปรตีนโดยเทคนิค SDS-PAGE โดยมโีปรตีนมาตรฐาน ไดแก  
                   Phosphorylase (MW. 97.4 kD) Albumin (MW. 66.2O kD) Ovalbumin  
                   (MW. 45.2 kD) Carbonic anhydrase (MW. 31 kD) Trypsin inhibitor  
                   (MW. 21.5 kD ) และ α-lactalbumin (MW. 14.4 kD) ตามลําดับ 
 
ตารางที่ ก.11  คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลืน่ 562 นาโนเมตร ของสารละลายโปรตีน 
                      มาตรฐาน  BSA  โดยวิธี BCA 

    
ความเขมขนโปรตีน BSA A562

(mg/ml)   
0 0.000 

0.1 0.168 
0.2 0.279 
0.4 0.508 
0.6 0.769 
0.8 0.979 
1.0 1.201 

 
 

A562



 82
 

y = 0.6443x + 0.0535
R2 = 0.959
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 ความเขมขนของโปรตีน BSA (mg/ml) 
ภาพที ่ก.3 กราฟมาตรฐานของโปรตีน BSA โดยวิธ ีBCA 

 
ตารางที่ ก.12  คาความเขมขนของโปรตีนในแอนติบอดี 2-4F กอนทาํใหบริสุทธิ ์ที่ความยาว       
                       คลื่น 562 นาโนเมตร เทยีบกับกราฟมาตรฐานโปรตีน BSA  โดยวธิี BCA 

ความเขมขนของโปรตีน  Dilution 
A562 (mg/ml) 

1:2 2.383 3.955 
1:5 1.098 4.468 
1:10 0.626 4.950 
ความเขมขนของโปรตีนเฉลีย่ 5.124 

 
ตารางที่ ก. 13 คาความเขมขนของโปรตีนในแอนติบอดี 7-3G กอนทาํใหบริสุทธิ ์ที่ความยาว 
                      คลื่น 562 นาโนเมตร เทียบกับกราฟมาตรฐานโปรตีน BSA  โดยวิธ ีBCA 

ความเขมขนของโปรตีน  
Dilution A562 (mg/ml) 

1:2 1.954 3.232 
1:5 0.872 3.515 
1:10 0.453 3.495 
ความเขมขนของโปรตีนเฉลีย่ 3.414 
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ตารางที่ ก.14  คาความเขมขนของโปรตีนในแอนติบอดี 11-11A กอนทําใหบริสุทธิ ์ที่ความ 
                      ยาวคลื่น 562 นาโนเมตร เทยีบกับกราฟมาตรฐานโปรตีน BSA  โดยวธิี BCA 
      

ความเขมขนของโปรตีน  Dilution A562 (mg/ml) 
1:2 2.330 3.865 
1:5 0.997 4.042 

1:10 0.608 4.798 
ความเขมขนของโปรตีนเฉลีย่ 4.235 

 
ตารางที่ ก.15  คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลืน่ 562 นาโนเมตร ของสารละลายโปรตีน 
                       มาตรฐาน  BSA  โดยวิธี BCA 

    
ความเขมขนโปรตีน BSA A562

(mg/ml)   
0 0.000 

0.1 0.106 
0.2 0.193 
0.4 0.353 
0.6 0.512 
0.8 0.579 
1.0 0.629 
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y = 1.1856x + 0.0327
R2 = 0.998
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 ความเขมขนของโปรตีน BSA (mg/ml) 

ภาพที ่ก. 4 กราฟมาตรฐานของโปรตีน BSA โดยวิธ ีBCA 
 
ตารางที่ ก.16 คาความเขมขนของโปรตีนในแอนติบอดี 2-4F หลังทาํใหบริสุทธิ ์ที่ความยาว 
                     คลื่น 562 นาโนเมตร เทียบกับกราฟมาตรฐานโปรตีน BSA  โดยวิธ ีBCA 

ความเขมขนของโปรตีน  
Dilution A562 (mg/ml) 

1:2 0.517 1.063 
1:5 0.276 1.420 
1:10 0.144 1.477 
ความเขมขนของโปรตีนเฉลีย่ 1.320 

 
ตารางที่ ก.17 คาความเขมขนของโปรตีนในแอนติบอดี 7-3G หลังทําใหบริสุทธิ ์ที่ความยาว 
                     คลื่น 562 นาโนเมตร เทียบกับกราฟมาตรฐานโปรตีน BSA  โดยวิธ ีBCA 

ความเขมขนของโปรตีน  
Dilution A562 (mg/ml) 

1:2 0.581 1.196 
1:5 0.309 1.588 
1:10 0.177 1.822 
ความเขมขนของโปรตีนเฉลีย่ 1.535 
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ตารางที่ ก.18 คาความเขมขนของโปรตีนในแอนติบอดี 11-11A หลังทําใหบริสุทธิ ์ที่ความ 
                     ยาวคลืน่ 562 นาโนเมตร เทยีบกับกราฟมาตรฐานโปรตีน BSA  โดยวธิี BCA 

ความเขมขนของโปรตีน  
Dilution A562 (mg/ml) 

1:2 0.406 0.836 
1:5 0.177 0.911 
1:10 0.103 1.060 
ความเขมขนของโปรตีนเฉลีย่ 0.936 
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ภาคผนวก ข 
การเตรยีมสาร 
1. การเตรียมสารละลายสาํหรับการเชื่อมติด OTC เขากับโปรตีนพาหะ BSA 
1) 7.5% (v/v) formaldehyde 
  37% (v/v)   18.91   มิลลิลิตร 
  น้ํากลัน่    81.09 มิลลิลิตร 
      
2) 3M Sodium acetate pH 5.5 
  Sodium acetate  246.1 กรัม 
  น้ํากลัน่                1,000  มิลลิลิตร 

ปรับ pH ดวย HCl จนได pH 5.5 
 
2. การเตรียมสารละลายสาํหรับใชในการทดสอบโดยเทคนิค ELISA 
1) 0.2 M Phosphate buffer, pH 7.4 

Na2HPO4   27.60 กรัม 
  NaH2PO4   71.63 กรัม 
 แตละสารละลายในน้ํากลั่น 1 ลิตร แลวปรับ pH ดวย NaH2PO4 จนได pH 7.4 
 
2) 0.01 M Phosphate Buffer Saline (PBS), pH 7.4 
  PB Stock   1  ลิตร 
  NaCl    175.2  กรัม 
  น้ํากลัน่    18 ลิตร 
 
3) 0.05% Tween 20 ใน PBS (PBS-T) 
  Tween 20    500  ไมโครลิตร 
  PBS    1 ลิตร  
 
4) 5% นมพรองมันเนย 
  นมพรองมันเนย   5  กรัม 
  PBS    100 มิลลิลิตร 
 ละลายนมพรองมันเนยใน PBS เตรียมใหมกอนใช 
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5) 0.15 M Phosphate citrate buffer, pH 5.0 
  Na2PO4     9.5 กรัม 
  Citric acid    7.3  กรัม 
  ละลายในน้าํกลั่น    1 ลิตร 
 ปรับ pH ดวย 3 N HCl ใหได pH 5.0 
 
6) Substrate solution OPD  
  ο-phenylenediamine   40 มิลลิกรัม 
  0.15 M Phosphate citrate buffer 100 มิลลิลิตร 
  30% H2O2    0.04 มิลลิลิตร 
 ผสมใหเขากนัในขวดสีชา (เตรียมใหมทกุครั้งกอนใช) 
 
7) 1 M H2SO4 (Stopping reagent) 
  H2SO4 (96%)    98 มิลลิลิตร 
  น้ํากลัน่     902 มิลลิลิตร 
 คอย ๆ เทกรดลงในน้ํากลัน่ ผสมใหเขากนั (หลังจากเทกรดลงไปในน้ํากลั่นอาจเกิดความ
รอน ควรนาํขวดแชในน้าํที่อุณหภูมิหอง) 
 
3. การเตรียมอาหารเลี้ยงเซลล 
1) Stock 100X HAT  
 Hypoxanthine  0.1361 กรัม ละลายดวยน้าํกลั่น 20 มิลลิลิตร 
 Aminopterin  0.0018 กรัม ละลายดวยน้าํกลั่น 20 มิลลิลิตร 
 Thymidine  0.0388 กรัม ละลายดวยน้าํกลั่น 20 มิลลิลิตร 
 นําสารละลายแตละสารมาผสมกัน แลวเตมิน้ํากลั่นลงไปใหครบ 100 มิลลิลิตร นําไป
กรองดวย Millipore ขนาด 0.22 ไมโครเมตร แบงใสขวด ขวดละ 10 มิลลิลิตร แลวเกบ็ไวที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซยีส 
หมายเหต ุAminopterin อาจละลายไดยากที่อุณหภูมหิอง ควรนําไปอุนใน water bath ที่อุณหภูมิ
ไมเกิน 60 องศาเซลเซียสจนกวาจะละลาย 
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2) 100X HT 
  Hypoxanthine 0.1361 กรัม ละลายดวยน้าํกลั่น 20 มิลลิลิตร 
  Thymidine 0.0388 กรัม ละลายดวยน้าํกลั่น 20 มิลลิลิตร 
 นําสารละลายแตละสารมาผสมกัน แลวเตมิน้ํากลั่นลงไปใหครบ 100 มิลลิลิตร นําไป
กรองดวย Millipore ขนาด 0.22 ไมโครเมตร แบงใสขวด ขวดละ 10 มิลลิลิตร แลวเกบ็ไวที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซยีส 
 
3) อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 
  RPMI 1640    10.4 กรัม 
  NaHCO3    2 กรัม 
  L-glutamine    0.1 กรัม 
  Glucose    2 กรัม 
  Pyruvic acid    0.11 กรัม  
  น้ํากลัน่     1 ลิตร 
 ละลายสารทุกอยางในน้าํกลัน่ ผสมใหเขากัน แลวนาํไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22 
ไมโครเมตร แบงใสขวด ขวดละ 100 มิลลิลิตร แลวเกบ็ไวที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส 
 
4) อาหารเลี้ยงเซลล HT 
  อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640  1 ลิตร  
  HT 100X    10  มิลลิลิตร 
 ผสมใหเขากนั แลวนาํไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22 ไมโครเมตร แบงใสขวด ขวดละ 
100 มิลลิลิตร แลวเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
5) อาหารเลี้ยงเซลล HAT 
  อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640  1 ลิตร 
  HAT 100X    10  มิลลิลิตร 
 ผสมใหเขากนั แลวนาํไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22 ไมโครเมตร แบงใสขวด ขวดละ 
100 มิลลิลิตร แลวเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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6) 50% PEG (Polyethylene glycol)  
  นํา PEG 5 กรัมมาอุนใหละลายที่อุณหภมูิประมาณ 60 องศาเซลเซยีส เติม
อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั แลวแบงใสหลอด หลอดละ 
ประมาณ 1 มลิลิลิตร นําไปเก็บที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส กอนหลอมรวมเซลล นาํหลอดมาอุน
ไวที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส 
 
7) น้ํายาเก็บเซลลแชแข็ง (Freezing medium) 
  อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640   90 มิลลิลิตร 
  Dimethyl sulfoxide (DMSO)  10 มิลลิลิตร 
 ผสมใหเขากนั แลวนาํไปแชที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซยีส (ใชงานขณะเย็นประมาณ 4 
องศาเซลเซยีส) 
 
4. การเตรียมสารละลาย สําหรับใชในการทําแอนติบอดีใหบริสุทธิ ์
1) 20 mM Sodium phosphate pH 7.0 
  Na2PO4 •12 H20   2.77 กรัม  
  NaH2PO4•H20    1.69 กรัม 
  น้ํากลัน่     1 ลิตร 
 ไตเตรตดางดวยกรด จนได pH 7.0 แลวจึงนาํไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22 
ไมโครเมตร 
2) 0.1 M glycine-HCl pH 2.7 
  Glycine     7.5     กรัม 
  Conc. HCl    2.42  มิลลิลิตร 
  น้ํากลัน่      1 ลิตร 
 ไตเตรตดางดวยกรด จนได pH 2.7 แลวจึงนาํไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22 
ไมโครเมตร 
 
3) 1 M Tris HCl buffer, pH 9.0  
  Trizma base     121.14 กรัม 
  Conc. HCl     6.41 กรัม 
 ไตเตรตดางดวยกรด จนได pH 9.0 แลวจึงนาํไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22 
ไมโครเมตร  
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5. การเตรียมสารละลายที่ใชในการทํา SDS-PAGE  
1) 10% Separating gel (1 แผน ปริมาตร 8 มิลลิลิตร) 
  น้ํากลัน่     3.836 กรัม 
  40% Acylamide/Bis    2  มิลลิลิตร 
  1 M Tris-HCl pH 6.8   2 มิลลิลิตร 
  10% SDS    80 ไมโครลิตร 
  10% (NH4)2S2)8    80  ไมโครลิตร 
  TEMED                  40 ไมโครลิตร 
 ผสมใหเขากนัโดยเติม TEMED เปนอยางสุดทายเพื่อใหเกิดการ polymerization  
 
2) 5% Stacking gel (1 แผน ปริมาตร 2 มิลลิลิตร) 
  น้ํากลัน่      1.204 มิลลิลิตร 
  40% Acylamide/Bis    250  ไมโครลิตร 
  1 M Tris-HCl pH 6.8   504 ไมโครลิตร 
  10% SDS    20 ไมโครลิตร 
  10% (NH4)2S2)8    20  ไมโครลิตร 
  TEMED     2 ไมโครลิตร 
 ผสมใหเขากนัโดยเติม TEMED เปนอยางสุดทายเพื่อใหเกิดการ polymerization  
 
3) SDS Staining dye 
  SDS dye    900 ไมโครลิตร 
  β-mercaptoethanol   100  ไมโครลิตร 
 
4) Running buffer 
  Trizma base    15.1 กรัม 
  Glycine-HCl    94 กรัม 
  SDS     5 กรัม 
  น้ํากลัน่     1 ลิตร 
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5) Staining solution  
  Comasssie brilliant blue R 250  5 กรัม 
  95% Ethanol    450 มิลลิลิตร 
  Acetic acid    100 มิลลิลิตร 
  น้ํากลัน่     450 มิลลิลิตร 
 
6) Destaining solution 
  Methanol    250 มิลลิลิตร 
  Glacial acetic acid   70 มิลลิลิตร 
  น้ํากลัน่        680 มิลลิลิตร   
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 
 นางสาววิรงรอง ณ ตะกั่วทุง เกิดเมื่อวันที ่25 กันยายน พ.ศ.2523 ที่จงัหวัด ลําพูน สําเร็จ
การศึกษาหลกัสูตรปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต ภาควิชา จุลชีววทิยา คณะวิทยาศาสตร 
มหาวิทยาลยัสงขลานครนิทร วิทยาเขตหาดใหญ ในปการศึกษา 2544 หลังจากนัน้ทํางานใน
ตําแหนงหวัหนาแผนกฟรีสและบรรจุสินคากุงดิบ บริษทัจันทบุรีโฟรเซนฟูด จาํกัด เปนเวลา 2 ป 
และทํางานในตําแหนงหวัหนาแผนกควบคุมคุณภาพ บริษัทสุราษฎรซีฟูดส  จํากดั เปนเวลา 2 ป 
และเขาศึกษาหลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑติ หลกัสูตรเทคโนโลยีชวีภาพ จฬุาลงกรณ
มหาวิทยาลยั เมื่อปการศึกษา 2550  
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