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บทที่  1 
 

บทนํา 

1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
 
เอนโรฟลอกซาซินเปนสารปฏิชีวนะในกลุมฟลูออโรควิโนโลน (Fluoroquinolone) ใชมาก

ทั้งในการรักษาและปองกันโรคติดเชื้อแบคทีเรียทั้งแกรมบวกและแกรมลบในสัตว สามารถใชรักษา
โรคที่เกี่ยวกับการติดเชื้อในระบบทางเดินหายใจ  ระบบทางเดินปสสาวะ   โดยสารปฏิชีวนะใน
กลุมฟลูออโรควิโนโลนนี้ทําใหเกิดผลขางเคียง เชน อาเจียน ทองเสีย ระคายเคืองผิวหนัง และยังมี
ผลตอระบบประสาทสวนกลาง เชนปวดหัว ออนเพลีย และบางโอกาสอาจเกิดอาการเศราซึม นอน
ไมหลับ ประสาทหลอน และชัก เปนตน (Bertino และ Fish, 2000) 

 จากการที่มีการใชสารปฏิชีวนะเอนโรฟลอกซาซินทั้งในการทําปศุสัตว และการเลี้ยงปลา
เปนจํานวนมากทําใหสารเหลานี้ตกคางอยูในเนื้อสัตวที่เปนอาหารบริโภค และเขาสูหวงโซอาหาร
เปนอันตรายตอมนุษยได รวมทั้งเปนการกระตุนใหแบคทีเรียเกิดการกลายพันธุและดื้อยาจึงไดมี
การจํากัดปริมาณสารตกคางในอาหารบริโภค (Kummerer, 2004;  Phillips และคณะ, 2004;  
Snaryและคณะ, 2004) 

การตรวจหาปริมาณสารปฏิชีวนะที่ตกคางอยูในตัวอยางนั้นสวนใหญใชการวิเคราะหดวย
เทคนิค High performance liquid chromatography (HPLC) แมเทคนิคนี้จะมีประสิทธิภาพสูงให
ผลการวิเคราะหที่ถูกตองและแมนยํามากแตมีขอจํากัดหลายประการเชน มีขั้นตอนสกัดและเตรียม
ตัวอยางหลายขั้นตอน ใชตนทุนในการวิเคราะหสูง ใชเวลาในการวิเคราะหในแตละตัวอยางนานจึง
ตรวจตัวอยางไดนอย  จึงไดมีผูพัฒนาเทคนิคการวิเคราะหปริมาณสารตัวอยางโดยใชหลักการของ
การจับกันระหวางแอนติเจนและแอนติบอดี ซึ่งใหผลวิเคราะหที่ถูกตองแมนยํา แตใชเวลานอยและ
วิเคราะหตัวอยางไดคราวละมากๆ 

ปจจุบันความรูทางดานวิทยาภูมิคุมกันถูกนํามาใชอธิบายการเกิดโรคตางๆ มีการประยุกต
นําความรูในสาขานี้ไปใชในการวินิจฉัยโรคทางหองปฏิบัติการโดยมีความไวสูงและแมนยําเชนการ
ใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีในการตรวจและรักษาโรคมะเร็ง (Trikha และคณะ, 2002; Stern และ 
Herrmann, 2005)         รวมทั้งการนําไปประยุกตใชเพื่อตรวจติดตามปริมาณสารในตัวอยาง   
(Loomans และคณะ, 2003; Van Coillie และคณะ, 2004)   ซึ่งลวนแตนําสมบัติความจําเพาะ
อยางสูงของแอนติบอดีตอแอนติเจนมาใช   
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1.2    วัตถุประสงคของการวิจัย 

 เพื่อใหไดเซลลไฮบริโดมาที่ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอเอนโรฟลอกซาซิน 

1.3 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

ไดเซลลไฮบริโดมาที่ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอสารเอนโรฟลอกซาซิน 

1.4 ขอบเขตและวิธีดําเนินการวิจัย 

1.4.1     คนควาและรวบรวมขอมูลที่เกี่ยวของดังตอไปนี้ 
 1.4.1.1 แอนติเจนที่ใชสําหรับฉีดกระตุนภูมิคุมกันหนูทดลอง  

  1.4.1.2 การเตรียมเซลลไฮบริโดมาที่ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอ
เอนโรฟลอกซาซิน 

 1.4.1.3 การศึกษาสมบัติเบื้องตนของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
1.4.2     ฉีดกระตุนภูมิคุมกันของหนูใหสรางแอนติบอดีตอเอนโรฟลอกซาซิน 
1.4.3 เตรียมเซลลไฮบริโดมาที่มีความสามารถในการสรางแอนติบอดีและคัดกรองโคลน

ที่สามารถผลิตแอนติบอดีที่จําเพาะตอสารเอนโรฟลอกซาซิน 
1.4.4     แยกเซลลที่เปนโมโนโคลนที่สรางโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเอนโรฟลอกซาซิน 
1.4.5     ศึกษาลักษณะสมบัติเบื้องตนของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตได 

1.5 คําจํากัดความที่ใชในการวิจัย        

BSA    bovine serum albumin    
 ELISA    enzyme linked immunosorbent assay  
 g     gram      
 kg    kilogram     
 HAT     Aminopterin, Hypoxanthine และ Thymidine 
 HRP    horseradish peroxydase   
 KLH    Keyhold limpet hemocyanin     
LOD    limiting of detection     
 M    molar     
 MRLs     maximum residue limits   
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 mg    milligram     
 ml    milliliter                
N    normal      
 ng     nanogram     
 OPD     O-phenylenediamine    
 PBS    phosphate buffer saline                                                               
PEG    polyethylene glycol    
 rpm    round per minute    
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บทที่  2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

2.1 แนวคิดและทฤษฎี 

2.1.1 สารปฏิชีวนะในกลุมฟลูออโรควิโนโลน (fluoroquinolone) 
2.1.1.1 โครงสรางพื้นฐานของสารปฏิชีวนะในกลุมควิโนโลน 

  สารปฏิชีวนะในกลุมควิโนโลนและฟลูออโรควิโนโลน เปนยาปฏิชีวนะที่ไดจากการ
สังเคราะห ซึ่งเปนกลุมที่มีขนาดใหญและมีการขยายตัวมาก โดยโครงสรางพื้นฐานของสาร
ปฏิชีวนะในกลุมควิโนโลนนั้นเปนสารประกอบเฮทเทอโรไซคลิกอะโรมาติก (heterocyclic 
aromatic) ที่มีธาตุไนโตรเจนเปนองคประกอบมีหมูคีโตนตรงตําแหนงที่ 4  และหมูคาบอกซิลิคตรง
ตําแหนงที่ 3  ซึ่งโครงสรางของสารนี้ทําใหมีผลยับยั้งการทํางานของดีเอ็นเอไจเรส (DNA gyrase) 
(Holtzapple และคณะ, 2001) ของแบคทีเรียแกรมลบ  และยับยั้งดีเอ็นเอโทโปไอโซเมอเรส (DNA 
topoisomerase) IV  ในแบคทีเรียแกรมบวก (Bertino และ Fish, 2000) หากในตําแหนงที่ 6 นั้นมี
ธาตุฟลูออรีนจะทําใหสารในกลุมนี้ถูกแยกออกเปนกลุมฟลูออโรควิโนโลน (Hernandez-Arteseros 
และคณะ, 2002)   

 

N
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ภาพที่ 2.1  โครงสรางพื้นฐานของสารปฏิชีวนะในกลุมควิโนโลน 

 
2.1.1.2 เอนโรฟลอกซาซิน (enrofloxacin) 
เอนโรฟลอกซาซิน หรือ 1-cyclopropyl-7-(4-ethyl-1-piperazinyl)-6-fluoro-1,4-

dihydro-4-oxo-3-quinoline carboxylic acid (hydrochloride)        เปนยาตานจุลชีพในกลุมฟลู
ออโรควิโนโลนซึ่งเปนสารสังเคราะห  มีฤทธิ์ฆาจุลชีพโดยการยับยั้งกระบวนการสังเคราะหดีเอ็นเอ
และสังเคราะโปรตีนของแบคทีเรีย  ออกฤทธิ์ไดดีกับแบคทีเรียแกรมลบ ใชมากในการรักษาการติด
เชื้อในระบบทางเดินหายใจและระบบทางเดินอาหารในโค สุกร และสัตวปกนอกจากนั้นแลวยังมี
การใชในแกะ แพะ และกระตายอีกดวย  
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ภาพที่ 2.2  โครงสรางเอนโรฟลอกซาซินและสารอื่นๆ ในกลุมควิโนโลนและฟลูออโรควิโนโลน 

 
2.1.1.3  ผลขางเคียงจากกการใชสารปฏิชีวนะเอนโรฟลอกซาซิน  

  จากการที่มีการใชสารปฏิชีวนะเอนโรฟลอกซาซินทั้งในการทําปศุสัตว และการ
เลี้ยงสัตวน้ําเพื่อบริโภคเปนจํานวนมาก ทําใหสารเหลานี้ตกคางอยูในเนื้อสัตวที่เปนอาหารบริโภค 
และเขาสูหวงโซอาหารเปนอันตรายตอมนุษยได รวมทั้งเปนการกระตุนใหแบคทีเรียเกิดการกลาย
พันธุและดื้อยาซึ่งเชื้อแบคทีเรียที่กลายพันธุในสัตวนั้นสามารถจะถายทอดมาสูมนุษยได ซ่ึงเปน
อันตรายอยางมากตอสุขภาพของมนุษย    (Kummerer, 2004; Phillips และคณะ, 2004; Snary 
และคณะ, 2004) โดยสารปฏิชีวนะในกลุมฟลูออโรควิโนโลนนี้ทําใหเกิดผลขางเคียง เชน อาเจียน 
ทองเสีย ระคายเคืองผิวหนัง และยังมีผลตอระบบประสาทสวนกลาง เชน ปวดหัว ออนเพลีย และ
บางโอกาสอาจเกิดอาการเศราซึม นอนไมหลับ ประสาทหลอน และชัก เปนตน  
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จากการใชเอนโรฟลอกซาซินอยางแพรหลายทําใหมีการพบเชื้อ      Pseudomonas  Sp., 
Escherichia coli และ  Streptococcus spp.  (Guardabassi และคณะ, 2004)   รวมทั้ง 
Salmonella spp. และ Campylobactor spp. ที่มีการดื้อตอยาในกลุมควิโนโลนและฟลูออโรควิโน
โลนเพิ่มข้ึนในสัตวหลายชนิดที่นํามาบริโภค รวมถึงพบในมนุษยดวยภายหลังจากที่เร่ิมมีการนํา
ยากลุมนี้มาใชในการรักษาสัตว โดยการศึกษาทางระบาดวิทยาระบุวาการดื้อตอยาของเชื้อทั้ง 2 
ชนิดนี้ที่เพาะเชื้อไดจากมนุษยมีสาเหตุมาจากสัตว   สหรัฐอเมริกาไดยกเลิกการใชยาเอนโรฟลอก
ซาซินในสัตวปก โดยระบุวาการใชยานี้ทําใหเกิดการดื้อตอยาของเชื้อ Campylobactor spp. 
(FDA,  2000) ซึ่งการที่แบคทีเรียดื้อตอยากลุมฟลูออโรควิโนโลนนั้นเกิดจากการกลายพันธุในสวน
ของ      ดีเอ็นเอไจเรส และดีเอ็นเอโทโพไอโซเมอเรส IV  (Ruiz, 2003)  

อยางไรก็ตามเอนโรฟลอกซาซินยังคงสามารถใชไดในสหภาพยุโรปและหลายประเทศในเอ
เชียรวมถึงประเทศไทย จึงไดมีการจํากัดปริมาณสารตกคางในอาหารบริโภค  สหภาพยุโรปได
กําหนดคา MRL (maximum residue limit) ในโค สุกรและสัตวปก ดังแสดงในตารางที่ 2.1 (โดยมี 
Marker residue เปนผลรวมระหวางเอนโรฟลอกซาซินและซิโพรฟลอกซาซิน)   ซึ่งในกลามเนื้อหรือ
ไขมันของโค สุกร และสัตวปก  และนมโคนั้นมีคา MRL เทากับ 100 µg/kg  เปนตน  ( The 
Europeon Agency for the Evaluation of Medicinal Products, 2002) 
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ตารางที่ 2.1  คา MRL ที่กําหนดโดยสหภาพยุโรปสําหรับเอนโรฟลอกซาซินตกคางในเนื้อเยื่อตางๆ 

 
 

2.1.2 โมโนโคลนอลแอนติบอดี  (monoclonal antibody)    
 การคิดคนและวิจัยเกี่ยวกับการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีนั้นมีมายาวนาน  

โดยในป ค.ศ. 1975  George Kohler  และ Cesar Milstein ไดพัฒนาเทคนิคการผลิตเซลลไฮบริโด
มาที่สามารถผลิตแอนติบอดีได หลังจากนั้นมาไดมีการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอ
แอนติเจนตางๆ มากมาย และปจจุบันมีการนําโมโนโคลนอลแอนติบอดีไปประยุกตใชกับงานตางๆ 
เชน การรักษาโรคมะเร็ง (Trikha และคณะ, 2002; Stern และ Herrmann, 2005) การวินิจฉัยโรค 
รวมทั้งการนําไปพัฒนาเปนชุดตรวจโดยวิธีทางอิมมูโนวิทยา   จากการคิดวิธีการผลิต โมโนโคล
นอลแอนติบอดีซึ่งถือวาเปนประโยชนอยางใหญหลวงตอวงการวิทยาศาสตร       ทําใหผูคนพบคือ 

ชนิดสัตว MRLs (µg/kg) เนื้อเยื่อเปาหมาย หมายเหตุ 
100 กลามเนื้อ 
100 ไขมัน 
300 ตับ 
200 ไต 

 
 

โค, แกะ, แพะ 

100 น้ํานม 

 

100 กลามเนื้อ 
100 ไขมัน 

200 ตับ 

 
หมู, กระตาย 

300 ไต 

 

100 กลามเนื้อ 
100 หนังและไขมัน 
200 ตับ 

 
สัตวปก 

300 ไต 

 
หามใชในสัตวที่
ผลิตไขสําหรับ

บริโภค 
100 กลามเนื้อ 

100 ไขมัน 
200 ตับ 

สัตวทุกชนิดยกเวน  
โค, แกะ, แพะ, หมู, 
กระตาย และสัตวปก 

200 ไต 
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George Kohler และ Caesar Milstein ไดรับรางวัลโนเบลในป ค.ศ. 1984 ในสาขาการแพทยดาน
วิทยาภูมิคุมกัน  
 ปจจุบันความรูทางดานวิทยาภูมิคุมกันถูกนํามาใชอธิบายการเกิดโรคตางๆ มีการประยุกต
นําความรูในสาขานี้ไปใชในการวินิจฉัยโรคทางหองปฏิบัติการ โดยมีความไวสูงและแมนยํา เชน
การใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีในการตรวจหาสารตกคางตางๆ (Watanabe และคณะ, 1998; 
Duan และ Yuan, 2001; Watanabe และคณะ, 2002; Loomans และคณะ, 2003; Van และคณะ
, 2004) ซึ่งแอนติบอดีเปนโปรตีนที่สังเคราะหและหลั่งโดยบีลิมโฟไซต โดยสามารถแบงออกตาม
ลักษณะเดนเปนโมโนโคลนอลแอนติบอดีและพอลิโคลนอลแอนติบอดี โดยโมโนโคลนอล
แอนติบอดีมีลักษณะที่สําคัญคือ แอนติบอดีจะถูกประมวลรหัสโดยยีนที่ผานการเรียงลําดับใหม
ของยีนอิมมูโนโกลบูลินเดียวกัน สงผลใหอิมมูโนโกลบูลินมีความเหมือนกันในลําดับของกรดอะมิโน
เพราะถูกสรางมาจากเซลลหรือโคลนเดียวกัน และมีความจําเพาะสูงตอ  Antigenic determinant  
ชนิดหนึ่งชนิดใดของแอนติเจนเทานั้น (Nelson และคณะ, 2000)  เซลลที่สรางโมโนโคลนอล
แอนติบอดีนั้นสามารถเพาะเลี้ยงในหองปฏิบัติการใหเจริญเติบโต แบงตัวและหลั่งแอนตบิอดีออก
มาไดในอาหารเลี้ยงเซลล สามารถเก็บเซลลนี้แบบถาวรได และนํากลับมาเพาะเลี้ยงไดอีก เพื่อให
เซลลผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีไดอีกในปริมาณและเวลาที่ตองการ โดยโมโนโคลนอล
แอนติบอดีที่ผลิตเปนชนิดเดิมไมเปลี่ยนแปลง   

โมโนโคลนอลแอนติบอดีมีจุดเดนและจุดดอยตางๆเมื่อเทียบกับพอลิโคลนอลแอนติบอดีดัง
นี้  (Nelson และคณะ, 2000)        

จุดเดนของโมโนโคลนอลแอนติบอดี      
 1) ใชแอนติเจนนอยและไมตองบริสุทธิ์มากในการฉีดกระตุน     
 โดยในการกระตุนภูมิคุมกันหนูอาจใชแอนติเจน 100 µg หรือนอยกวาก็ไดตอการฉดี
กระตุนแตละครั้ง โดยที่แอนติเจนนั้นมีความบริสุทธิ์พอประมาณ เนื่องจากสามารถเลือกเซลลที่มี
ความจําเพาะตอแอนติเจนที่ตองการไดในระหวางการคัดกรองเซลล    
 2)  มีความเปนมาตรฐาน          
 สามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีลักษณะเหมือนกันเปนมาตรฐาน สามารถแจก 
จายไปในหองปฏิบัติการตางๆซึ่งเดิมการใชพอลิโคลนอลแอนติบอดีมักมีปญหาเนื่องจากสมบัติไม
คอยคงที่ในแตละครั้งที่ผลิต และเนื่องจากโมโนโคลนอลแอนติบอดีสามารถผลิตไดในปริมาณที่
ตองการไมจํากัด ดังนั้นความเปนมาตรฐานของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจึงมีสูงมาก  
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3)  มีความจําเพาะสูง          
 โมโนโคลนอลแอนติบอดีจะเขาทําอันตรกิริยากับ antgenic determinat  เพียงตําแหนง
เดียวบนโมเลกุลของแอนติเจน ดังนั้นจึงมีความจําเพาะสูงมาก สามารถใชัจําแนกสายพันธุของเชื้อ
จุลินทรียหรือศึกษาลักษณะของโมเลกุลของแอนติเจนได       

4)  มีสัมพรรคภาพสูง         
  ในวิธีการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีจะสามารถคัดเลือกโมโนโคลนอล
แอนติบอดีที่มีสัมพรรคภาพสูงตอแอนติเจนได    โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีสัมพรรคภาพนี้จะ
สามารถนําไปใชไดในความเจือจางสูง   ทําใหลดปฏิกิริยารบกวนในการทดลองลงได และสามารถ
นําไปใชในการทําใหแอนติเจนบริสุทธิ์ไดอีกดวย       
  5) สามารถเก็บรักษาเซลลที่ผลิตแอนติบอดีไดอยางถาวร       
  สามารถเก็บเซลลที่สรางโมโนโคลนอลแอนติบอดีไวเปนเวลานานในไนโตรเจน
เหลว  และนํากลับมาเลี้ยงใหมเพื่อผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีไดอีกเมื่อตองการ 

 
 จุดดอยของโมโนโคลนอลแอนติบอดี      

 1)  การผลิต            
 ในการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตองใชกําลังแรงงาน เวลา และคาใชจายแพงกวาการ
ผลิตพอลิโคลนอลแอนติบอดีมาก  
  2) ความจําเพาะ           
  โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่เตรียมไดในบางกรณีมีความจําเพาะสูงเกนิไปที่จะไปใชในการ
วินิจฉัยโรค เนื่องจากโมโนโคลนอลแอนติบอดีมีความจําเพาะสูงมากจึงมีความไวตอการเปลี่ยน 
แปลงโครงสรางของแอนติเจน ซึ่งเกิดขึ้นระหวางที่แอนติเจนเกาะกับพื้นผิวหรือภาวะที่ใชในการ
ทดลอง           
  3)  ไมสามารถทําปฏิกิริยาบางอยางได       
  โมโนโคลนอลแอนติบอดีจํานวนมากไมสามรถทําปฏิกิริยาตกตะกอน (Precipitation) ได 
ซึ่งตางจากพอลิโคลนอลแอนติบอดี       
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  การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีนั้นใชบีลิมโฟไซตซึ่งสามารถผลิตแอนติบอดีที่ตองการแต
บีลิมโฟไซตนั้นมีอายุขัยจํากัดเมื่อเลี้ยงในหองปฏิบัติการ      จึงตองหลอมรวมกับเซลลไมอีโลมาซึ่ง
มีอายุขัยไมจํากัด วิธีการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีนั้นเริ่มจากการฉีดกระตุนภูมิคุมกันของสัตว
ทดลองแลวนําบีลิมโฟไซตในมามและเซลลไมอีโลมามาหลอมรวมกันโดยใช sendai virus, 
lysolecithin หรือ polyethylene glycol (PEG) ซึ่งในปจจุบันนิยมใช PEG กันมากที่สุดเซลลที่ไดจะ
เกิดการรวมตัวของเซลลเมมเบรนเขาดวยกันกอนที่จีโนมของเซลลจะผานเขาสูซัยโตพลาสซึมของ
อีกเซลลหนึ่ง เซลลที่รวมตัวกันจะเปนเซลลที่มีสองนิวเคลียสหรือมากกวา เมื่อเซลลแบงตัว
นิวเคลียสจึงรวมตัวกันและเกิดเปนเซลลลูกผสม (hybrid cell) หรือไฮบริโดมา  อยางไรก็ดีการทํา
ใหเซลลหลอมรวมตัวกัน (fusion) เปนปรากฎการณที่เกิดขึ้นคอนขางยาก ดังนั้นถานําเซลลมะเร็ง
มาหลอมรวมกับเซลลปกติแลวเพาะเลี้ยงตอไป จะพบวาเซลลมะเร็งที่ไมเกิดการหลอมรวมจะเจริญ
เตบิโตอยางรวดเร็วจนปกคลุมเซลลไฮบริโดมา  ดังนั้นจึงตองหาวิธีที่จะคัดเลือกเฉพาะเซลลไฮบริโด
มาเทานั้นที่สามารถเจริญเติบโตได     ในป ค.ศ. 1964  Littlefield เปนผูพบวิธีการคัดเลือกดังกลาว
โดยการใช selective medium ที่มีการเติมสารชื่อ Hypoxanthine, Aminopterin และ Thymidine 
เรียกวา HAT medium ซึ่งมีสมบัติที่จะยอมใหเฉพาะเซลลไฮบริโดมาเจริญเติบโต  Aminopterin 
คือสารที่เปนอะนาลอกของกรดโฟลิก มีสมบัติที่จะจับกับเอนไซม folic acid reductase ทําให
ยับยั้งโคเอนไซมที่จะใชในการสังเคราะหดีเอ็นเอ ทางวิถีสังเคราะห de novo ดังนั้นเซลลที่จะรอด
ชีวิตใน HAT medium ไดจึงตองมีการสรางดีเอ็นเอผานทางวิถีสังเคราะหsalvage pathway ซึ่ง
ตองอาศัยเอนไซมที่สําคัญสองตัวคือ Thymidine Kinase (TK) และ Hypoxanthine Guanine 
Phosphoribosyl  Transferase (HGPRT)    ถาเซลลขาดเอนไซมตัวใดตัวหนึ่งไปจะไมสามารถ
สรางดีเอ็นเอได แตถานําเซลลที่ขาดเอนไซม TK หรือ HGPRT ไปทําการหลอมรวมกับเซลลที่มี
เอนไซมก็จะทําใหเซลลลูกผสมหรือเซลลไฮบริโดมารอดชีวิตและเจริญเติบโตไดใน HAT medium 
เซลลมะเร็งที่ใชเปนเซลลสําหรับหลอมรวมเพื่อผลิตไฮบริโดมาคือเซลลไมอีโลมา โดยมีสมบัตเิบื้อง
ตนคือขาดเอนไซม HGPRT    ทําไดโดยการเพาะเลี้ยงเซลลไมอีโลมาในสูตรอาหารที่ใสสาร 6-
thioguanine หรือ 8-azaguanine ซึ่งเปน toxic base analogue ลงไป  เมื่อเซลลใชสารนี้ในการ
สราง ดีเอ็นเอโดยอาศัยเอนไซม HGPRT จะทําใหเซลลตายในที่สุด ดังนั้นเซลลที่รอดชีวิตอยูจึงเปน
เซลลที่มีสมบัติขาดเอนไซม   HGPRT         ดังนั้นหากนําเซลลไมอีโลมาที่ขาดเอ็นไซม HGPRT ไป
ทําการหลอมรวมกับบีลิมโฟไซตซึ่งเปนเซลลปกติแลวนําไปเลี้ยงใน HAT medium เซลลที่จะรอด
ชีวิตอยูไดก็คือเซลลลูกผสมระหวางเซลลไมอีโลมาและเซลลปกติเทานั้น ทั้งนี้เพราะจีโนมของเซลล
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ไมอีโลมาจะใหสมบัติของเซลลมะเร็งที่จะทําใหเซลลลูกผสมเจริญเติบโตไดอยางตอเนื่องในการ
เพาะเลี้ยงในหองปฏิบัติการ และจีโนมของบีลิมโฟไซตจะใหสมบัติในการสรางเอนไซม HGPRT 
และสมบัติการสรางแอนติบอดี      สวนเซลลบีลิมโฟไซตที่ไมไดหลอมรวมตัวกับเซลลไมอีโลมาก็จะ
ตายไปเองโดยธรรมชาติในเวลา 3-7 วันเนื่องจากเปนเซลลที่มีอายุจํากัด  จากหลักการคัดเลือก
เซลลไฮบริโดมาโดยใช HAT medium นี้เองจึงมีการนําไปประยุกตใชใหเปนประโยชนในการผลิตโม
โนโคลนอลแอนติบอดี (Abbas, 1994; Nelson และคณะ, 2000) 

การหลอมรวมเซลลไมอีโลมาเขากับบีลิมโฟไซตจากมามหรือตอมน้ําเหลืองของสัตวที่ได 
รับการฉีดกระตุนดวยแอนติเจนนั้นทําใหไดเซลลไฮบริโดมา ซึ่งมีสมบัติสรางแอนติบอดีไดและ
สามารถเลี้ยงไดในอาหารเลี้ยงเซลลเหมือนเซลลไมอีโลมา    หลังจากการหลอมรวมเซลลแลวเซลล
ไฮบริโดมาจะแบงตัวเพิ่มจํานวนและสูญเสียโครโมโซมแบบสุม เซลลไฮบริโดมาที่สูญเสียโครโมโซม
ในการสรางแอนติบอดีไปมักจะเจริญเติบโตรวดเร็วกวา และจะเพิ่มจํานวนปกคลุมเซลลที่สราง
แอนติบอดีที่ตองการ จึงตองมีการติดตามโคลนอยางใกลชิดและตองมีวิธทีี่เหมาะสมในการคัด
กรองโคลนที่มีสมบัติที่ตองการ         

จากปญหาการตกคางของเอนโรฟลอกซาซินในเนื้อสัตวสําหรับบริโภค ซึ่งจะมีผลตอสุข
ภาพของผูบริโภค และการใชเอนโรฟลอกซาซินในปริมาณมากยังเปนการกระตุนใหเกิดเชื้อ
แบคทีเรียที่ดื้อยามากขึ้นจึงไดมีการตรวจสอบปริมาณสารตกคางของเอนโรฟลอกซาซินในเนื้อสัตว
สําหรับบริโภค ซึ่งการตรวจวิเคราะหปริมาณสารตัวอยางโดยใชหลักการของระบบภูมิคุมกันที่ใหผล
วิเคราะหที่ถูกตอง แตใชเวลานอยและสามารถวิเคราะหตัวอยางไดคราวละมากๆ จึงเหมาะสม
สําหรับการตรวจสารตกคางนี้     ในวิทยานิพนธเลมนี้จึงไดเตรียมเซลลไฮบริโดมาที่สามารถผลิต 
โมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเอนโรฟลอกซาซินเพื่อนําไปพัฒนาเปนชุดตรวจสําหรับตรวจปริมาณ
เอนโรฟลอกซาซินตกคางในเนื้อสัตวสําหรับบริโภคตอไป 

 
2.2 งานวิจัยที่เกี่ยวของกับการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอสารปฏิชีวนะ
ในกลุมควิโนโลนและฟลูออโรควิโนโลน 

ในปจจุบันมีการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอสารปฏิชีวนะจํานวนมาก แตที่จําเพาะตอ
สารปฏิชีวนะในกลุมควิโนโลนและกลุมฟลูออโรควิโนโลนนั้นมีดังนี้  
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Duan และ Juan (2001)    ผลิตแอนติบอดีตอสารปฏิชีวนะซิโพรฟลอกซาซิน      โดยเชื่อม
ซิโพรฟลอกซาซินเขากับ BSA (bovine serum albumin)   แลวฉีดเขากระตายหลังจากนั้นนํา         
พอลิโคลนอลแอนติบอดีที่ไดมาพัฒนาเปนชุดตรวจโดยวิธี ELISA ใหคา Detection limit ที่ระดับ 
0.32  ng/ml และใหคาปฏิกิริยาขามกับเอนโรฟลอกซาซิน 69.8% และ นอรฟลอกซาซิน 44.6%   

Watanabe และคณะ (2002) ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอสารปฏิชีวนะเอนโรฟลอก
ซาซิน โดยเชื่อมเอนโรฟลอกซาซินกับ HSA (human serum albumin) แลวฉีดเขาหนู BALB/c หลัง
จากนั้นนําเซลลมามมาหลอมรวมกับเซลลมะเร็งไมอีโลมา P3X63Ag8U   แลวนําแอนติบอดีที่ได
มาพัฒนาเปนชุดตรวจโดยวิธี ELISA   ใหคา Detection limit ที่ระดับ 10  ng/g ในตัวอยางตับและ
กลามเนื้อไก  และ 1 ng/g ในน้ํานมวัว   

Bucknall และคณะ (2003)   ผลิตพอลิโคลนอลแอนติบอดีตอสารปฏิชีวนะในกลุมควิโน
โลน และฟลูออโรควิโนโลน คือ นอรฟลอกซาซิน  เอนโรฟลอกซาซิน  ซิโพรฟลอกซาซิน  ฟลูเมควิน 
และกรดนาลิดิซิก  โดยเชื่อมสารตางๆ กับ  ovalbumin  แลวฉีดกระตุนระบบภูมิคุมกันของแกะจาก
นั้นนําแอนติบอดีที่ไดมาพัฒนาเปนชุดตรวจโดยวิธี ELISA โดยแอนติบอดีตอซิโพรฟลอกซาซินให
คา detection limit ที่ระดับตํ่า  6 ng/ml เอนโรฟลอกซาซินใหคา detection limit ที่ระดับ 3.1 
ng/ml ฟลูเมควนิใหคา detection limit ที่ระดับ 4 ng/ml และกรดนาลิดิซิกใหคา detection limit ที่
ระดับ 2 ng/ml และใหคาปฏิกิริยาขามกับเอนโรฟลอกซาซิน 69.8% และ  นอรฟลอกซาซิน 44.6%   
โดยการเลือกใชแอนติเจนนี้ทําใหไดแอนติเจนตัวหนึ่งที่เปน generic antigen        ซึ่งก็คือการใช
นอรฟลอกซาซินเชื่อมเขากับ ovalbumin ดวยปฏิกิริยาทางเคมีโดยใชสาร carbodiimide เมื่อนําไป
ฉีดกระตุนสัตวทดลองทําใหไดแอนติบอดีที่มีปฏิกิริยาขามกับสารอ่ืนในกลุมควิโนโลน ทําให
สามารถนําแอนติบอดนีี้ไปพัฒนาเปนชุดตรวจโดยวิธี ELISA ที่ใชในการคัดกรองตัวอยางเบื้องตน
ได   และใชแอนติเจนอีกกลุมที่เชื่อมเขากับ ovalbumin ดวยปฏิกิริยา mixed anhydride  ทําใหได
แอนติบอดีที่ไมมีปฏิกิริยาขามกับสารอ่ืนๆ ที่ทดสอบเลย      
 Coillie และคณะ (2004)  ผลิตแอนติบอดีโดยการใชฟลูเมควินเชื่อมเขากับ cationized 
BSA  เพื่อใชเปนแอนติเจนสําหรับฉีดกระตุนไก   พบวาแอนติบอดีที่ไดจากไขแดง (IgY) นั้นเมื่อนํา
มาพัฒนาเปนชุดตรวจโดยวิธี indirect competitive ELISA  ที่มี cationized ovine serum 
albumin เปนตัวแขงขัน เมื่อทดสอบในน้ํานมวัวพบวาใหคา IC50 ตอสารฟลูเมควินเทากับ 50 
ng/ml    ซึ่งรายงานนี้ไมไดผลิตเซลลไฮบริโดมาและไมไดใชแอนติบอดีจากซีรัมแตใชแอนติบอดี
จากไขแดงของไกที่ถูกกระตุนดวยแอนติเจนจึงเปนแอนติบอดีชนิด IgY  ที่ไมพบในสัตวอ่ืน  
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บทที่  3 
 

อุปกรณและวิธีดําเนินการวิจัย 

3.1   อุปกรณและเครื่องมือ 

หนูทดลอง         
  หนู mouse สายพันธุ BALB/c เพศเมีย จากสํานักสัตวทดลองแหงชาติ 
มหาวิทยาลัยมหิดล         
 เซลลไมอีโลมา P3/NSI/1-4A4-1(NS- I) จาก ATCC  No: TIB  18   
           
 ชื่อเครื่องมือ    บริษัท           ประเทศผูผลิต            
 หมอนึ่งอัดไอ    Udono-RII          ญี่ปุน 

ปเปตตอัตโนมัติ     Socorex  สวิสเซอรแลนด            
ตูบมคารบอนไดออกไซด   Revco, Yamato  ญี่ปุน                                    
ขวดแกว    Boro               เยอรมัน                
มิเตอรนับเซลล    Boeco              เยอรมัน                            
กลองจุลทรรศแบบหัวกลับ  Nikon   ญี่ปุน 

 ตูปลอดเชื้อ    Cambrige  ไทย 
 ตัวกรองปลอดเชื้อ   Spectrapor        สหรัฐอเมริกา                                

ไมโครปเปตต    Gilson   ฝร่ังเศส                                    
จานชนิด 96 หลุม    nunc       เดนมารก                      
Microtiterplate reader   Titertek multiskan ฟนแลนด 

 เข็มฉีดยา (เบอร 18G, 21G )  Nipro              ไทย           
 ปเปตต ( 10 ml )   HBG   เยอรมัน 
 กระบอกฉีดยา ( 1 และ 5 ml )  Nipro   ไทย 
 ภาชนะเลี้ยงเซลล (10 ml และ 250 ml) Nunc   เดนมารก 
 เครื่องวัด pH    Mettler Toledo  สหรัฐอเมริกา 
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3.2 สารเคมี     

ชื่อสารเคมี    บริษัท   ประเทศผูผลิต
Aminopterine    Sigma-Aldrich  สหรัฐอเมริกา 
BCA protein assay kit   Sigma-Aldrich  สหรัฐอเมริกา 

 Bipemidic acid    Sigma-Aldrich  สหรัฐอเมริกา 
Bovine serum albumin   Sigma-Aldrich  สหรัฐอเมริกา 
Chloramphenicol   Sigma-Aldrich  สหรัฐอเมริกา 

 Cinoxacin    Sigma-Aldrich  สหรัฐอเมริกา 
Ciprofloxacin    Siam pharmaceutical  ไทย 

 Citric acid    Merck   เยอรมัน 
Clenbuterol    Sigma-Aldrich  สหรัฐอเมริกา 
D-glucose    Sigma-Aldrich  สหรัฐอเมริกา 
Diethylether    Merck    เยอรมัน 

 Dimethyl fomamide   Fisher scientific สหรัฐอเมริกา 
Dimethyl Sulfoxide   Fluka   สวิสเซอรแลนด 
Disodium hydrogen phosphate Carlo erba  สหรัฐอเมริกา 
Enrofloxacin    Sigma-Aldrich  สหรัฐอเมริกา 

 Enrofloxacin-BSA   Abkem ibera S.L. สเปน 
 Enrofloxacin-KLH   Abkem ibera S.L. สเปน 

Fetal calf serum   Invitromex  เยอรมัน 
Furazolidone    Sigma-Aldrich  สหรัฐอเมริกา 
Keyhole limpets hemocyanin  Sigma-Aldrich  สหรัฐอเมริกา 
Hydrogen peroxide   Fluka   สวิสเซอรแลนด 
Hypoxanthine    Sigma-Aldrich  สหรัฐอเมริกา 

 Isotyping kit    Sigma-Aldrich  สหรัฐอเมริกา 
L-glutamine    Sigma-Aldrich  สหรัฐอเมริกา 
Methanol    กรมสรรพสามิต  ไทย  

 Nalidixic acid    Sigma-Aldrich  สหรัฐอเมริกา 
Non-fat dry milk   Mission   ไทย 
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ชื่อสารเคมี    บริษัท   ประเทศผูผลิต 
Norfloxacin    Sigma-Aldrich  สหรัฐอเมริกา 

 Ofloxacin    Sigma-Aldrich  สหรัฐอเมริกา 
O-phenylenediamine   Sigma-Aldrich  สหรัฐอเมริกา 

 Oxolinic acid    Sigma-Aldrich  สหรัฐอเมริกา 
Penicllin G    Sigma-Aldrich  สหรัฐอเมริกา 
Peroxidase-Rabbit Anti-Mouse IgG (Gamma chain Specific)   

      Zymed   สหรัฐอเมริกา 
Polyethylene glycol   Sigma-Aldrich  สหรัฐอเมริกา 
RPMI – 1640 medium   Invitromex  เยอรมัน 
Sodium bicarbonate   Sigma-Aldrich  สหรัฐอเมริกา 
Sodium cabonate   Merck   เยอรมัน 
Sodium chloride   Merck   เยอรมัน 
Sodium dihydrogen phosphate Carlo erba  สหรัฐอเมริกา 
Sodium hydroxide   Merck   เยอรมัน 
Sodium pyruvate   Sigma-Aldrich  สหรัฐอเมริกา 
Streptomycin    Sigma-Aldrich  สหรัฐอเมริกา 
Sulfamethazine sodium salt  Sigma-Aldrich  สหรัฐอเมริกา 
Sulfuric acid    Merck   เยอรมัน 
Tetracyclin HCl    Sigma-Aldrich  สหรัฐอเมริกา 

 Tween 20    Sigma-Aldrich  สหรัฐอเมริกา 
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3.3 ขั้นตอนการวิจัย 
3.3.1 การฉีดกระตุนภูมิคุมกันหนูทดลองดวยแอนติเจน 
 3.3.1.1 กระตุนภูมิคุมกันหนูใหสรางแอนติบอดีตอเอนโรฟลอกซาซิน 

ใชสารปฏิชีวนะเอนโรฟลอกซาซินที่ถูกเชื่อมเขากับ  KLH เปนแอนติเจน โดยฉีด
กระตุนระบบภูมิคุมกันของหนูสายพันธ BALB/c   เพศเมีย อายุ 8 สัปดาหตัวละ 30 µg ปริมาตร 
100 µl  โดยผสมแอนติเจนกับ complete Freund ‘s adjuvant ในอัตราสวน 1:1  ผสมใหเขากันจน
เปน water in oil emulsion  จากนั้นฉีดแอนติเจนเขาชองทองหนู หลงัจากนั้นฉีดซ้ําทุกๆ 3 สัปดาห
โดยการฉีดซ้ํานั้นใชแอนติเจนปริมาณเทาเดิมแตเปลี่ยนมาผสมดวย incomplete Freund ‘s 
adjuvant แลวเจาะเลือดจากหางหนูในวันที่ 7-10 หลังฉีดแอนติเจนเพื่อนําไปตรวจวัดหาไตเตอร
แอนติบอดี เมื่อไดไตเตอรที่สูงพอแลวจึงกระตุนครั้งสุดทายกอนการทําการหลอมรวมเซลล  โดย
ละลายแอนติเจนในน้ําเกลือแลวฉีดเขาชองทองหนูกอนนําไปหลอมรวมเซลลในวันที่ 5 หลังการ
กระตุนนี้    

  
3.3.1.2 การเตรียมซีรัม 
หลังจากเจาะเลือดจากหางหนูแลวตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 

30 –60 นาที  แลวจึงนําไปปนเหวี่ยงที่ 10,000 รอบตอนาทีที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 
นาทีเพื่อแยกสวนน้ําใสซึ่งก็คือซีรัมออกมาเก็บใน 4 องศาเซลเซียส  

 
3.3.1.3 การทํา indirect ELISA เพื่อตรวจวัดไตเตอรแอนติบอดีในซีรัม  
นําแฮพเทนที่เชื่อมอยูกับโปรตีนเอนโรฟลอกซาซิน-KLH  มาตรึงบนจานชนิด 96 

หลุมที่ความเขมขน  3 µg/ml  ปริมาตร 100 µl ตอหลุมแลวบมที่  4  องศาเซลเซียสนานขามคืน  
หรือที่ 37  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  2  ชั่วโมง จากนั้นลางแอนติเจนที่ไมถูกตรึงออกดวย PBS 3 
คร้ัง แลวเติม Blocking agent  (5% skim milk ที่ละลายใน PBS) ปริมาตร 300 µl ตอหลุมแลวบม
ที่  37  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  1  ชั่วโมง จากนั้นลางดวย PBS 3 คร้ัง  แลวเติมซีรัมที่เจือจางแลว 
100 µl ตอหลุม (โดยเจือจางเริ่มตนจาก 1:1,000 เทา แลวเจือจางทีละ 2 เทาจนถึง 1:64,000 เทา 
โดยจะใชซีรัมหนูที่ไดกอนไดรับการฉีดกระตุนดวยแอนติเจนเปนตัวควบคุมลบจากนั้นนําจานบมที่ 
37  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  2  ชั่วโมง แลวลางดวย PBS 3 คร้ัง    แลวเติมแอนติบอดีทุติยภูมิที่
ไดจากกระตายที่จําเพาะตออิมมูโนโกลบูลินของหนูซึ่งติดฉลากดวย HRP    โดยเจือจาง 1:2,000  
เทาดวย PBS ที่มี BSA 0.5%  ละลายอยู  เติมลงหลุมละ 100 µl  แลวบมที่  37  องศาเซลเซียส  
นาน 1   ชั่วโมง จากนั้นลางดวย PBS 3 คร้ัง   แลวจึงเติมซับสเตรต โดยใช โอ-ฟนิลีนไดเอมีน 
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(OPD)   6 mg ละลายใน citrate phosphate buffer  pH 5.0  ปริมาณ 15 ml  แลวเติม  H2O2  
30% ปริมาตร 6 µl    เติมซับสเตรตที่เตรียมไวหลุมละ 150 µl  บมในที่มืดนาน 10  นาที แลวหยุด
ปฏิกิริยาดวยการเติม 2.5 M H2SO4 ปริมาตร 100 µl   จากนั้นวัดคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร ดวย ELISA  plate reader  

          
  3.3.1.4 การทดสอบหาความจําเพาะแอนติบอดีตอเอนโรฟลอกซาซินในซีรัมดวย
วิธี  indirect competitive  ELISA        
  เจือจางซีรัมใน PBS ที่มี BSA อยู 0.5% เพื่อดูดซับแอนติบอดีตอ BSA ในซีรัมอ
อกเสียกอน จากนั้นตรียมเอนโรฟลอกซาซินโดยละลายใน DMF ปริมาตรเล็กนอยเมื่อละลายแลว
จึงเจือจางเอนโรฟลอกซาซินใน PBS ใหไดความเขมขน 0, 12.5, 25, 50, 100, 200 และ 400 
µg/ml    สวนซีรัมเตรียมโดยเจือจางซีรัมใน PBS ที่มี BSA อยู 0.5% ใหไดอัตราเจือจาง 1:10,000 
เทา แลวนําเอนโรฟลอกซาซินที่เตรียมไวรวมกับซีรัมในอัตราสวน 1:1    เพื่อใหไดเอนโรฟลอกซาซิน
ที่ความเขมขน 0, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 และ 200 µg/ml ในซีรัมที่อัตราเจือจางสุดทาย 
1:20,000 เทา  แลวบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง หลังจากนั้นนํามาเติมในไม
โครไตเตอรเพลตปริมาตร 100 µl ตอหลุม แลวนําจานไปบมแลวเติมแอนติบอดีทุติยภูมิและซับส
เตรตเชนเดียวกับการทํา indirect ELISA  ตามวิธีการขางตนดังขอ 3.3.1.3  

         
 3.3.2 การเตรียมเซลลไฮบริโดมา 

3.3.2.1 การเตรียม HAT medium  
 เตรียมเปนความเขมขน HAT 100X กอน เวลาใชนํา HAT 100X มา 10 ml ผสม

กับอาหารเลี้ยงเซลล RPMI-1640 1 ลิตร และเติม  Fetal calf serum 20% (v/v)  
  

3.3.2.2 การเตรียม HT medium  
 เตรียมเปนความเขมขน HT 100X เก็บไว  เมื่อใชนํา HT 100X มา 10 ml ผสมกับ

อาหารเลี้ยงเซลล RPMI-1640 1 ลิตร และเติม  FCS 20% (v/v)                                                                     
 
3.3.2.3  การเตรียมน้ํายาหลอมรวมเซลล (PEG) 

 นําพอลิเอทิลีนไกลคอลซึ่งมีปริมาณ 2 mg มาอุนใหละลาย จากนั้นนําไปผสมกับ
อาหารเลี้ยงเซลล RPMI-1640  2 ml จะได 50%พอลิเอทิลีนไกลคอล (50% PEG) 
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   3.3.2.4 การทําการหลอมรวมเซลล   
   หนูตัวที่มีไตเตอรตอเอนโรฟลอกซาซินสูงจะถูกคัดเลือกมาเพื่อนํามามไปหลอม
รวมกับเซลลไมอีโลมาเพื่อเตรียมเซลลไฮบริโดมาสําหรับการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอไป 

3.3.2.4.1 การเตรียมเซลลไมอีโลมา NSI   โดยนําเซลลมาเลี้ยง
ในอาหารเลี้ยงเซลล RPMI-1640 ที่มีการเติม FCS ที่ความเขมขนประมาณ 10% (v/v)  ใหเซลลอยู
ในระยะเอกซโพเนนเชียล ประมาณ 2-3 วันกอนทําการหลอมรวมเซลล  นําเซลลมาปนเหวี่ยงที่
ความเร็วรอบ 1,500 รอบตอนาที แลวแขวนลอยตะกอนเซลลดวย RPMI-1640 ปริมาณ 10 ml แลว
นําเซลลไมอีโลมาที่ไดมายอมดวยสีทริปแพนบลูและนับเซลลโดยใช haemacytometer  หาจํานวน
เซลลที่รอดชีวิตใหมีมากกวา 95 % โดยใหมีปริมาณเซลลมากกวา 105 cell/ml จากนั้นเก็บเซลลไวที่
ตูบม CO2  อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จนกวาจะนําไปหลอมรวมกับเซลลมาม  

3.3.2.4.2 การเตรียมเซลลมาม ทําการเจาะเลือดจากหัวใจ
ดวยวิธี cardiac puncture จากหนูที่ไดรับไดเอทิลอีเทอรเก็บซีรัมเตรียมไวใชเปนตัวควบคุมบวกใน 
indirect  ELISA แลวเปดหนาทองดวยวิธีปลอดเชื้อ  นํามามออกมาบดบนตะแกรงลวดตาถี่  นํา
เซลลมาปนลางดวย RPMI-1640 ดวยความเร็ว 1,500 รอบตอนาที นาน 5 นาที   แลวนําเซลลมา
แขวนลอยดวย RPMI-1640 แลวนําเซลลมามที่ไดมายอมดวยสีทริปแพนบลูและนบัเซลลที่มีชีวิต 

 3.3.2.4.3 การเชื่อมเซลลมามเขากับเซลลไมอีโลมา  นําเซลลมาม
และเซลลไมอีโลมาที่เตรียมไวมาผสมกัน อัตราสวนจํานวนเซลลมามตอเซลลไมอีโลมาประมาณ 1:3 
โดยใสรวมกันในหลอดสําหรับปนเหวี่ยงขนาด 50 ml แลวปนที่ความเร็ว 1,500 รอบตอนาที นาน 5 
นาที   แลวเทน้ําใสทิ้งจากนั้นเติมสารละลาย 50% PEG ที่ถูกอุนไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  
คอยๆ เติม PEG ลงไป 1 ml ลงในตะกอนเซลลแลวเขยาหลอดเบาๆ โดยตองควบคุมการไหลของ 
PEG ใหหมดภายใน 1 นาที แลวเขยาหลอดเบาๆ นาน 1 นาที หลังจากนั้นลาง PEG ออกดวย  
RPMI-1640 แลวปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 1,500 รอบตอนาที นาน 5 นาที   เทสวนใสทิ้งแลวเติม HAT 
medium ที่มี FCS อยู 20% (v/v) ลงไป นําไปหยอดลงจานเลี้ยงเซลลชนิด 96 หลุม  นําไปเลี้ยงในตู
บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  ที่มี CO2  อยู 5%  
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 3.3.2.5 การเลี้ยงเซลลและคัดเลือกเซลลไฮบริโดมา   
    3.3.2.5.1 การติดตามเซลลไมอีโลมา  หลังจากหลอมรวมเซลล
แลวสังเกตเซลลในแตละหลุม      เมื่อผานไป 5-7 วันเซลลไมอีโลมาที่ไมถูกหลอมรวมเปนเซลลไฮบริ
โดมาจะตาย ตองสังเกตตรวจติดตามเซลลไฮบริโดมาพรอมกับเปลี่ยนอาหารโดยดูดอาหารเกาออก
แลวเติม HAT  medium  ใหมลงไป  เมื่อเซลลไฮบริโดมาเจริญไดประมาณครึ่งของพื้นที่กนหลุม  จึง
ดูดน้ําเลี้ยงเซลลประมาณ 100 µl   มาตรวจหาปริมาณแอนติบอดีตอเอนโรฟลอกซาซินโดยวิธี 
indirect ELISA หลังจากการหลอมรวมเซลลผานไปประมาณ 3  สัปดาหจึงเปลี่ยนไปใช HT 
medium นาน 1 สัปดาหจึงใชอาหารเลี้ยงเซลลปกติเหมือนที่ใชเลี้ยงเซลลไมอีโลมาทั่วไป 

3.3.2.5.2 การคัดกรองเซลลไฮบริโดมาที่ผลิตแอนติบอดีตอเอนโร 
ฟลอกซาซิน เมื่อเซลลไฮบริโดมาเจริญไดประมาณครึ่งของพื้นที่กนหลุมจึงตรวจหาปริมาณ
แอนติบอดีตอเอนโรฟลอกซาซินในน้ําเลี้ยงเซลล  โดยมีขั้นตอนการทําเชนเดียวกับการทํา indirect 
ELISA ในขอ 3.3.1.3 เพื่อใชในการตรวจหาปริมาณแอนติบอดีตอเอนโรฟลอกซาซิน-KLH  ในพอลิ
โคลนอลแอนติบอดี  แตตางที่ใชอาหารเลี้ยงเซลลที่ไมตองเจือจางแทนซีรัม  และใชอาหารเลี้ยง
เซลลที่ยังไมผานการเลี้ยงเปนตัวควบคุมลบ 

3.3.2.5.3 การคัดแยกเซลลใหเปนเซลลเดี่ยว (single cell 
cloning) เพื่อคัดเลือกเซลลไฮบริโดมาที่ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยวิธี limiting dilution     
โดยนํากลุมเซลลไฮบริโดมาที่ผลิตแอนติบอดีตอเอนโรฟลอกซาซินมานับเซลล แลวเจือจางใน
อาหารเลี้ยงเซลลใหไดจํานวนเซลลที่ตองการในภาชนะเลี้ยงเซลลแบบ 96 หลุม  โดยใหจํานวน
เซลลแตละหลุมมีประมาณ 0.25, 0.5, 1, 2, 5, 10 และ 20 เซลลตอหลุม (จํานวนเซลล 0.5 และ 
0.25 เซลลตอหลุมเปนคาที่ไดจากการคํานวณ) แลวเพาะเลี้ยงไวโดยตองตรวจติดตามเซลลเพื่อคัด
เลือกกลุมเซลลที่มาจากหลุมที่มีเซลลเพียงเซลลเดียว  และตองเปนเซลลที่ใหผลบวกกับโดยวิธี 
indirect  ELISA และทําซ้ําอยางนอย 3 คร้ังเพื่อใหแนใจวาไดเซลลในหลุมที่มาจากเซลลตั้งตน
เซลลเดียวกันจริง  แลวเก็บเซลลนั้นมาเพาะเลี้ยงเพื่อเพิ่มจํานวนเซลลตอไป    
        

3.3.3 การเก็บรักษาเซลลและนําเซลลไฮบริโดมามาเลี้ยงใหม  
  3.3.3.1 นําเซลลไฮบริโดมาที่ไดมาเลี้ยงเพื่อเพิ่มจํานวนใหไดปริมาณที่มากพอ 
และใหเซลลไฮบริโดมาอยูในระยะเอกซโพเนนเชียลแลวเก็บเซลลโดยนําเซลลไปปนเหวี่ยงที่ 1,500 
รอบตอนาที  นาน 5 นาที แลวเทสวนใสทิ้ง เติม freezing medium ที่มีองคประกอบเปนอาหาร
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เลี้ยงเซลล   RPMI-1640 65% , FCS 25% และไดเมทิลซัลฟอกไซด 10%  ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส  โดยปรับความเขมขนของเซลลใหได 5x106 cell/ml แลวดูดลงหลอดแชแข็งขนาด 1.5  
ml  นําไปแชแข็งที่อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส  ทิ้งไวขามคืนแลวยายลงในไนโตรเจนเหลว 

3.3.3.2 นําหลอดแชแข็งออกมาจากการเก็บในไนโตรเจนเหลว แลวแชลงทันทีใน
อางน้ําอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เมื่อน้ํายาเลี้ยงเซลลละลายแลวจึงถายลงหลอดปนเหวี่ยงที่มี 
RPMI-1640 อยู     10 ml นําไปปนเหวี่ยงที่ 1,500 รอบตอนาที นาน 5 นาที เพื่อลางเอา DMSO 
ออก โดยลางซ้ํา 2 คร้ัง แลวจึงนําเซลลไปเลี้ยงในภาชนะเลี้ยงเซลล    
           
 3.3.4 ทดสอบการจบักันของแอนติบอดีตอเอนโรฟลอกซาซินในรูปอิสระ 
  โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดนั้นไดจากการฉีดการกระตุนดวยเอนโรฟลอกซาซินที่
ถูกเชื่อมตอดวยโปรตีน และในการทํา indirect ELISA นั้นก็ไมสามารถตรึงกนหลุมดวยเอนโรฟลอก
ซาซินในรูปอิสระไดโดยตรง  ตองตรึงดวยเอนโรฟลอกซาซินที่ถูกเชื่อมตอดวยโปรตีนเพื่อเปนการ
ยืนยันวาแอนติบอดีที่ไดสามารถจับแบบจําเพาะกับเอนโรฟลอกซาซินในรูปอิสระ จึงใชหลักการ
การแยงจับในการทํา indirect competitive ELISA  ซึ่งมีวิธีการทําเชนเดียวกับการทํา indirect 
competitive ELISA ดังขอ 3.3.1.4 แตตางกันที่ใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีแทนซีรัมโดยเจือจาง
เอนโรฟลอกซาซินใหไดความเขมขน  0, 0.32, 0.63, 1.25, 2.5, 5, 10, 20 และ 40 µg/ml  และ
เตรียมแอนติบอดีโดยเจือจางใน PBS ใหไดอัตราเจือจาง 1:160 เทาแลวนําเอนโรฟลอกซาซินรวม
กับโมโนโคลนอลแอนติบอดีในอัตราสวน 1:1 เพื่อใหไดเอนโรฟลอกซาซินที่ความเขมขน 20, 10, 5, 
2.5, 1.25, 0.63, 0.32, 0.16 และ 0 µg/ml  ในโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่อัตราเจือจางสุดทาย  
1:320 เทา หากโมโนโคลนอลแอนติบอดีนั้นสามารถจับกับเอนโรฟลอกซาซินในรูปอิสระได จะพบ
วาโมโนโคลนอลแอนติบอดีในหลุมที่มีเอนโรฟลอกซาซินในระดับความเขมขนสูงกวา คาการดูด
กลืนแสงจะนอยกวาโมโนโคลนอแอนติบอดีในหลุมที่มีเอนโรฟลอกซาซินที่ความเขมขนต่ํากวา
           
 3.3.5 ศึกษาลักษณะเบื้องตนของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

3.3.5.1 การตรวจสอบไอโซไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
ในการตรวจสอบไอโซไทปของแอนติบอดีนี้จะใชชุดตรวจสอบสําเร็จรูปของบริษัท 

sigma-aldrich และทําการตรวจสอบตามวิธีที่บริษัทผูผลิตแนะนําดังนี้ ตรึงกนหลุมดวย isotyping 
specific antibody ที่เจือจาง 1:1,000 เทาใน PBS ปริมาตร 100 µl ตอหลุม  บมที่ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง ลางดวย washing buffer (PBS+0.05% Tween 20)  3 คร้ัง แลวเติม
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โมโนโคลนอลแอนติบอดีปริมาตร 100 µl ลงในหลุมแลวบมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 1 ชั่วโมง แลว
ลางดวย washing buffer 3 คร้ัง  หลังจากนั้นเติม peroxidase labeled goat anti-mouse IgG 
(Fab specific) ที่เจือจาง 1:600 เทาใน washing buffer ปริมาตร 100 µl  ตอหลุม  บมที่อุณหภูมิ
หองเปนเวลา         30 นาที  แลวลางดวย washing buffer 3 คร้ัง แลวจึงเติมซับสเตรต (OPD 
เตรียมเหมือนในวิธีการทํา indirect ELISA ในขอ 3.3.1.3) ปริมาตร 100 µl   ตอหลุมบมที่อุณหภูมิ
หองนาน 10 นาที หลังจากนั้นเติม 2.5 N  H2SO4 ปริมาตร  100 µl  แลววัดคาการดูดกลืนแสงที่ 
492 nm 

  3.3.5.2 การทดสอบความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
  ใชการทดสอบคา IC (inhibition concentration) 50 ซึ่งก็คือ ปริมาณสารที่สนใจที่

ทําใหคาการดูดกลืนแสงใน indirect competitive ELISA ลดลงเหลือ 50% เมื่อเทียบกับภาวะที่ไม
มีสารซึ่งเปนดัชนีบงบอกถึงความจําเพาะของแอนติบอดี ซึ่งหาคา IC50 ไดจากการนําคา %B/B0 
(หรือ %Binding)  มาเขียนกราฟเปนแกน Y            และคาล็อกการิทึมของความเขมขนของเอน
โรฟลอกซาซินเปนแกน X      เพื่อหาตําแหนงของความเขมขนของเอนโรฟลอกซาซินที่ใหคา  
%B/B0   เทากับ  50%  เมื่อ B คือคาการดูดกลืนแสงโดยวิธี indirect competitive ELISA ที่มีสารที่
สนใจในระดับตางๆ และ B0 คือคาการดูดกลืนแสงโดยวิธี  indirect competitive ELISA ที่ไมมีเอน
โรฟลอกซาซินอยู 

 
   3.3.5.2.1 การทดสอบความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดี

ตอเอนโรฟลอกซาซิน          
   มีวิธีการทําเชนเดียวกับการทดสอบการจับกันของแอนติบอดีตอเอนโรฟลอกซาซิน
ในรูปอิสระ แตตางที่เตรียมเอนโรฟลอกซาซินใหไดความเขมขน 0, 0.08, 0.16, 0.32, 0.63, 1.25, 
2.5, 5, 10 และ 20 ng/ml  เพื่อใหไดเอนโรฟลอกซาซินที่ความเขมขน 0, 0.04, 0.08, 0.16, 0.32, 
0.63, 1.25, 2.5, 5 และ 10 ng/ml  ในโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่อัตราเจือจางสุดทาย  1:320 เทา 
แลวบมที่ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1 ชั่วโมง นําสารละลายมาทํา  indirect ELISA ดังวิธกีารดัง
ขอ 3.3.1.3 หลังจากนั้นนําคาการดูดกลืนแสงมาหาคา %B/B0  
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3.3.5.2.2 การทดสอบความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดี
ตอสารในกลุมควิโนโลน  ฟลูออโรควิโนโลนและสารนอกกลุมนี้ 

สารในกลุมควิโนโลนและกลุมฟลูออโรควิโนโลนยกเวนเอนโรฟลอกซาซินที่ใชทดสอบมีดัง
นี้ อีนอกซาซิน (enoxacin), ซินอกซาซิน (cinoxacin), นอรฟลอกซาซิน (norfloxacin), กรด
ไบเพมิดิก (bipemidic acid),  กรดออกโซลินิก (oxolinic acid),  ฟลูเมควิน (flumequin),         
โอฟลอกซาซิน (ofloxacin), ซิโพรฟลอกซาซิน (ciprofloxacin) และกรดนาลิดิซิก (nalidixic acid)  
สวนสารนอกกลุมควิโนโลนและกลุมฟลูออโรควิโนโลนที่ทดสอบมีดังนี้ สารเททราไซคลิน  
(tetracycline), สเตรปโตมัยซิน (streptomycin), ซัลฟาเมทาซีน (sulfamethazine), ฟูราโซลิโดน 
(furazolidone),  เพนิซิลลิน (penicillin),  เคลนบูเทอรอล (clenbuterol) และคลอแรมเฟนิคอล 
(chloramphenical)    เตรียมสารที่ตองการทดสอบโดยละลายใน DMF  เมื่อละลายแลวจึงเจือจาง
ใน PBS ใหไดความเขมขน 0, 0.16, 0.32, 0.63, 1.25, 2.5, 5, 10 และ 20 µg/ml  และเตรียมโมโน
โคลนอลแอนติบอดีโดยเจือจางใน  PBS ใหไดอัตราเจือจาง 1:160 เทา นําสารที่ตองการทดสอบมา
รวมกับโมโนโคลนอลแอนติบอดีในอัตราสวน 1:1 เพื่อใหไดสารที่ความเขมขน 0, 0.08, 0.16, 0.32, 
0.63, 1.25, 2.5, 5 และ 10 µg/ml    ในโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่อัตราเจือจางสุดทาย  1:320  
แลวบมที่ 37 องศาเซลเซียสนาน 1 ชั่วโมง แลวนําสารละลายมาทํา indirect ELISA ตามวิธีการใน
ขอ 3.3.1.3  หลังจากนั้นนําคาการดูดกลืนแสงมาหาคา %B/B0  

3.3.5.3  การทดสอบความไว ( sensitivity ) ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
 ความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีนี้รายงานเปนคา LOD (limit of detection) โดยการ
นําคาการดูดกลืนแสงโดยวิธี indirect competitive ELISA มาเขียนกราฟ  ใหแกน Y เปนคาการดูด
กลืนแสงสวนแกน X เปนคาล็อกการิทึมของความเขมขนของเอนโรฟลอกซาซิน    

คา LOD = B0- 3 SD   

เมื่อ B0   = คาการดูดกลืนแสงโดยวิธี indirect competitive ELISA ที่ไมมีเอนโรฟลอกซาซิน
สวน  SD  = คาสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานของ B0            วิธี
การทํานั้นทําเชนเดียวกับการทดสอบความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ใชหาคา IC50  
แตตางที่หลุมที่มีความเขมขนของเอนโรฟลอกซาซิน 0 ng/ml  (หลุม B0) นั้นใหมีทั้งหมด 8 หลุม  
(Linnet และ Kondratovich, 2004)             
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3.3.6 การทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหบริสุทธิ์    
  3.3.6.1 การเตรียมอาหารเลี้ยงเซลลที่มีแอนติบอดี    
  เลี้ยงเซลลรหัสโคลน #44 ในอาหารเลี้ยงเซลล RPMI-1640 ที่มี FCS อยู10% จน
อาหารเลี้ยงเซลลนั้นมีสีเหลืองซึ่งจะมีแอนติบอดีในอาหารเลี้ยงเซลลอยูจํานวนมาก  

 3.3.6.2 การทําแอนติบอดีใหบริสุทธิ์โดยการใชโปรตีนเอ   
 ปรับคาความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเซลลที่มีแอนติบอดีใหได pH 8.1 โดยใชบัฟ
เฟอร  Tris 1 M.  pH 8.0  แลวเติมบัฟเฟอรฟอสเฟต 0.1 M. pH 8 ลงในคอลัมนโปรตีนเอปริมาตร
เปน 3 เทาของปริมาตรคอลัมน  หลังจากนั้นเติมอาหารเลี้ยงเซลลที่มีแอนติบอดีลงไปในคอลัมน
โปรตีนเอ โดยใหมีอัตราการไหลเทากับ 1 mg/ml  เติมบัฟเฟอรฟอสเฟต 0.1 M. pH 8 ลงใน
คอลัมนโปรตีนเอปริมาตรเปน 3 เทาของปริมาตรคอลัมน หลังจากนั้นเติมบัฟเฟอรซิเตรท 0.1 M. 
pH 3   ลงในคอลัมนเพื่อชะแอนติบอดีออกจากคอลัมนในปริมาตรเทากับ 3 เทาของปริมาตร
คอลัมน  พรอมกับการใชหลอดทดลองเก็บสารละลายที่ออกมาจากคอลัมนโดยใหแตละหลอดมี
ปริมาตร 1 ml  โดยเติมบัฟเฟอร  Tris 1 M.  pH 8.0 ปริมาตร 100 µl ลงในหลอดทดลองที่มีสาร
ละลายที่ไดจากคอลัมนโปรตีนเอเพื่อใหมี pH 8     แลวเติมบัฟเฟอร  Tris 1 M.  pH 8.0 ลงใน
คอลัมนโปรตีนเอปริมาตรเปน 3 เทาของปริมาตรคอลัมน หลังจากนั้นนําสารละลายในแตละหลอด
ไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 nm.   

3.3.6.3 การหาความเขมขนของแอนติบอดีโดยวิธี BCA assay     
 เตรียมสารละลาย BSA ความเขมขน 0, 100, 200, 300, 400 และ 500 µg/ml เพื่อใชเปน
สารละลายมาตรมาตรฐาน และเจือจางแอนติบอดีที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวในอัตราการเจือจาง 
1 ตอ 4    โดยเติมสารละลาย BSA และแอนติบอดีที่เตรียมลงในจานชนิด 96 หลุม หลุมละ25 µl 
แลวเติมสารละลาย A และ B  โดยเจือจางสารละลาย A ตอสารละลาย B เทากับ 50:1 แลวเติมลง
ในหลุมขางตนที่มีสารละลาย BSA และแอนติบอดีอยูปริมาตร 200 µl  หลังจากนั้นนําไปบมที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 30 นาที  แลวบมที่อุณหภูมิหองจนสารละลายในจาน มี
อุณหภูมิเทาอุณหภูมิหอง  นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 540 nm.       
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บทที่  4 
 

ผลการทดลองและวิจารณผล 

4.1 ผลการฉีดกระตุนภูมิคุมกันของหนูทดลอง 
ใชหนูทดลองทั้งหมด 9 ตัว โดยแบงเปนหนู 2 กลุม   กลุมแรกหนู 4 ตัว ฉีดกระตุนดวยเอน

โรฟลอกซาซิน-KLH ทั้งหมด  โดยใชทําการหลอมรวมเซลลไปทั้งหมด 2 ตัว   สวนหนูกลุมที่ 2  มี 5 
ตัว โดยแบงเปนหนู 2 ตัวที่ฉีดกระตุนดวยเอนโรฟลอกซาซิน-BSA เพียงอยางเดียว   สวนหนูที่เหลือ
อีก 3 ตัวฉีดกระตุนดวยเอนโรฟลอกซาซิน-KLH  แตมี 2 ตัวที่เปลี่ยนมากระตุนซ้ําดวยเอนโรฟลอก
ซาซิน-BSA  ซึ่งหนูในกลุมที่ 2 นี้ใชในการหลอมรวมเซลลทั้งหมด 3 ตัว 

 
4.1.1 หนูกลุมที่ 1    

  หนูกลุมที่ 1 มีทั้งหมด 4  ตัวกระตุนภูมิคุมกันดวยเอนโรฟลอกซาซิน-KLH  หนูแต
ละตัวไดรับการฉีดกระตุนครั้งละ  30 µg ปริมาตร 100 µl  กอนทําการหลอมรวมเซลลนั้นไดนําซีรัม
หนูมาทํา indirect ELISA ทุกตัวโดยตรึงกนหลุมดวยเอนโรฟลอกซาซิน-KLH ปริมาณ 3 µg/ml บน 
ไมโครไตเตอรเพลตแบบ 96 หลุมเพื่อหาปริมาณแอนติบอดี (IgG) ตอเอนโรฟลอกซาซินในซีรัมหนู
หลังกระตุนภูมิคุมกันแลว 3 คร้ัง พบวาหนูตัวที่ 2  ใหคาไตเตอรสูงที่สุด    จึงเลือกหนูตัวที่ 2  มาทํา
การหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 1 และใชหนูตัวที่ 3 ในการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 2  
 
 ตารางที่ 4.1 คาไตเตอร แอนติบอดีของหนูหลังไดรับการฉีด

กระตุนดวยเอน โรฟลอกซาซิน-KLH 3 คร้ัง  
 
 
 
 
 
 
 
 

หนูตัวที่ ระดับไตเตอร 
1 1:4,000 
2 1:16,000 
3 1:8,000 
4 1:2,000 
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4.1.2 หนูกลุมที่ 2     
  เนื่องจากหนูกลุมที่ 1 ที่ฉีดกระตุนดวยเอนโรฟลอกซาซิน-KLH นั้นใหไตเตอร

แอนติบอดีตอเอนโรฟลอกซาซินในเลือดต่ําจึงเปลี่ยนแอนติเจนและวิธีการฉีดกระตุน หนูในกลุมที่ 
2 นี้มีทั้งหมด 5 ตัว แบงออกเปนหนู 2 ตัว ฉีดกระตุนดวยเอนโรฟลอกซาซิน-BSA  โดยหนูแตละตัว
ไดรับการฉีดกระตุนครั้งละ 30 µg ปริมาตร 100 µl  สวนหนูอีก 3  ตัวฉีดกระตุนดวยเอนโรฟลอกซา
ซิน-KLH ซึ่งหนูแตละตัวไดรับการฉีดกระตุนครั้งละ  30 µg ปริมาตร 100 µl  หลังจากนําซีรัมมาทํา 
indirect ELISA พบวาหนูที่ไดรับการฉีดกระตุนดวยเอนโรฟลอกซาซิน-BSA  นั้นใหคาไตเตอรสูง
กวาหนูที่ฉีดกระตุนดวยเอนโรฟลอกซาซิน-KLH  ในการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 3  นั้นจึงใชหนูตัวที่ 2 
ซึ่งฉีดกระตุนดวยเอนโรฟลอกซาซิน-BSA แลว 4  คร้ัง  
 

ในหนูตัวที่ไดรับการฉีดกระตุนดวยเอนโรฟลอกซาซิน-KLH นั้นพบวาแอนติบอดีในซีรัมของ
หนูนั้นมีนอยซึ่งอาจเกิดจากเอนโรฟลอกซาซิน-KLH ที่ใชนั้นละลายน้ําไดนอยทําใหไดปริมาณ
แอนติเจนที่ไมถูกตองซึ่งอาจนอยเกิน ไปเมื่อนําไปฉีดกระตุนหนูทําใหระบบภูมิคุมกันของหนูตอบ
สนองตอแอนติเจนไดนอยจึงไดไตเตอรต่ํา ซึ่งในหนูตัวที่ไดรับการฉีดกระตุนดวยเอนโรฟลอกซาซิน-
BSA นั้นใหไตเตอรสูงจึงทําใหไดโอกาสที่จะไดไฮบริโดมาที่ตองการมากกวา   เพื่อการใชสัตว
ทดลองใหมีประโยชนสูงสุดจึงไดใชหนูในกลุมที่ 2 ตัวที่ 4 และ 5    ที่เคยไดรับการฉีดกระตุน
ภูมิคุมกันดวยเอนโรฟลอกซาซิน-KLH มาเปลี่ยนเปนกระตุนดวยเอนโรฟลอกซาซิน-BSA   สวนหนู
ตัวที่ 3 นั้นยังคงฉีดกระตุนดวยเอนโรฟลอกซาซิน-KLH  ตอไป    ซึ่งพบวาหนูตัวที่ 1 และ 2 ที่ไดรับ
การฉีดกระตุนดวยเอนโรฟลอกซาซิน-BSA ตั้งแตตนนั้นใหคาไตเตอรในระดับสูง แตในหนูตัวที่ 3 ที่
ไดรับการฉีดกระตุนดวยเอนโรฟลอกซาซิน-KLH ตั้งแตตนนั้นยังคงใหไตเตอรในระดับตํ่า สวนหนู
ตัวที่ 4 และ 5 ซึ่งเคยไดรับการฉีดกระตุนดวยเอนโรฟลอกซาซิน-KLH ซึ่งใหไตเตอรระดับตํ่าแตเมื่อ
เปลี่ยนมาฉีดกระตุนดวยเอนโรฟลอกซาซิน-BSA ก็ใหไตเตอรในระดับสูง ในการหลอมรวมเซลล
คร้ังที่ 4  นั้นจึงใชหนูที่ฉีดกระตุนดวยเอนโรฟลอกซาซิน-BSA  5  คร้ัง   สวนการหลอมรวมเซลลคร้ัง
ที่ 5 นั้นใชหนูตัวที่ฉีดกระตุนดวยเอนโรฟลอกซาซิน-KLH  5  คร้ังแลวจึงเปลี่ยนมากระตุนดวยเอน
โรฟลอกซาซิน-BSA อีก 3 คร้ัง  
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ตารางที่ 4.2  คาไตเตอรแอนติบอดีของหนูกลุมที่ 2 หลังไดรับการฉีดกระตุนดวย                                       

เอนโรฟลอกซาซิน-BSA  

หมายเหตุ  *   หนูตัวที่ไดรับการฉีดกระตุนดวยเอนโรฟลอกซาซิน-BSA  
            **   หนูตัวที่ไดรับการฉีดกระตุนดวยเอนโรฟลอกซาซิน-KLH 

***   หนูตัวที่ไดรับการฉีดกระตุนดวยเอนโรฟลอกซาซิน-KLH  5 คร้ังและกระตุนซ้ํา   
        ดวยเอนโรฟลอกซาซิน-BSA  3  คร้ัง 
 

4.2 ผลการหลอมรวมเซลลมามกับเซลลไมอีโลมา 
4.2.1 การหลอมรวมเซลลครั้งที่ 1  

 ใชหนูกลุมที่ 1 ตัวที่ 2 ซึ่งไดรับการฉีดกระตุนดวยเอนโรฟลอกซาซิน-KLH มาแลว 3 คร้ัง 
หลังหลอมรวมเซลลไดทําการแบงเลี้ยงในถาดเลี้ยงเซลลแบบ 96 หลุม หลุมละ 100 ไมโครลิตร 
จํานวน 480 หลุม   ภายหลังการเชื่อมเซลลแลวประมาณ 10 วัน นําเซลลมาตรวจดูดวยกลอง
จุลทรรศนชนิดหัวกลับ พบวาเซลลมามและเซลลไมอีโลมาที่ไมหลอมรวมนั้นตายแลวทั้งหมด 
จํานวนหลุมที่มีโคลนของเซลลไฮบริโดมามีประมาณ 60% ของหลุมทั้งหมด โดยเซลลไฮบริโดมามี
ลักษณะเปนโคลนขนาดเล็กในหลุม เมื่อเลี้ยงเซลลตอไปจนโคลนมีขนาดใหญขึ้นและโตครอบคลุม
พื้นที่กนหลุมประมาณ 60-70%  จึงนําอาหารเลี้ยงเซลลไปทดสอบโดยวิธี indirect ELISA  เซลล
ไฮบริโดมาที่ผลิตแอนติบอดีตอเอนโรฟลอกซาซินจะถูกยายจากหลุมในถาดเลี้ยงเซลลแบบ 96 
หลุม ไปเลี้ยงตอในถาดเลี้ยงเซลลแบบ 24 หลุม ซึ่งหลุมจะมีขนาดใหญขึ้นเพื่อเพิ่มจํานวนเซลล
และใหเซลลแข็งแรงกอนที่จะนําเซลลไฮบริโดมาไปแยกใหไดเซลลเดี่ยวๆ แตพบวาเซลลนั้นเสีย
สมบัติการสรางแอนติบอดีตอเอนโรฟลอกซาซิน อาจเนื่องจากเซลลในถาดเลี้ยงเซลลแบบ 96 หลุม
นั้นมีทั้งเซลลไฮบริโดมาที่ผลิตและไมผลิตแอนติบอดีตอเอนโรฟลอกซาซิน เมื่อยายเซลลไปเลี้ยงใน

หนูตัวที่ คาไตเตอรของแอนติบอดีในซีรัม นําไปหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 
1* 1:64,000 4 
2* 1:64,000 3 
3** 1:2,000 - 
4*** 1:32,000 - 
5*** 1:64,000 5 
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ถาดเลี้ยงเซลลแบบ 24 หลุม นั้นทําใหเซลลกระจาย           เซลลไฮบริโดมาที่ผลิตแอนติบอดีตอ
เอนโรฟลอกซาซินนั้นโตชากวาเซลลอ่ืนจึงมีปริมาณนอยกวาเซลลอ่ืนมาก และอาจไมมีความ
เสถียรทางพันธุกรรมทําใหเซลลตายไป หรือเสียสมบัติการผลิตแอนติบอดีไปในที่สุด   
 หลังทําการหลอมรวมเซลลแลวพบวาเซลลไฮบริโดมาในหลุมรหัส 2/11F เพียงหลุมเดียวที่
ใหผลบวกในการทดสอบโดยวิธี indirect ELISA ที่ตรึงกนหลุมดวยเอนโรฟลอกซาซิน-KLH    จึงทํา
การแยกเซลลเดี่ยว พบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดนีี้สามารถจับกับแอนติเจนทั้งที่ตรึงกนหลุมดวย
เอนโรฟลอกซาซิน-KLH และ KLH ดังตารางที่ 4.3    แสดงวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีนี้ไมจําเพาะ
ตอเอนโรฟลอกซาซินและยังสามารถทําอันตรกิริยากับ KLH ได 
 
ตารางที่ 4.3   คาการดูดกลืนแสงในการทดสอบโดยวิธี indirect ELISA  ของโมโนโคลนอล

แอนติบอดีจากการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 1  

หมายเหตุ  *  อาหารเลี้ยงเซลลที่ยังไมผานการเลี้ยงเซลล  
** ซีรัมที่ไดจากการเจาะจากหัวใจหนูที่นํามามมาหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 1 ที่ความเจือจาง 

1:4,000 เทาใน PBS 
 

4.2.2 การหลอมรวมเซลลครั้งที่ 2 
ในการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 2  ใชหนูกลุมที่ 1 หนูตัวที่ 3  มาทําการหลอมรวมเซลลและ

เปลี่ยนมาใชเอนโรฟลอกซาซินที่ถูกเชื่อมเขากับ BSA (เอนโรฟลอกซาซิน-BSA) เพื่อใชคัดกรองหา
เซลลไฮบริโดมาที่สรางแอนติบอดีที่จําเพาะตอเอนโรฟลอกซาซินแทนเอนโรฟลอกซาซิน-KLH เนื่อง 
จากเอนโรฟลอกซาซิน-KLH ที่เคยใชตรึงกนหลุมโดยวิธี indirect ELISA นั้นละลายน้ําไดนอยและมี

แอนติเจนที่ตรึง  
รหัสโคลน เอนโรฟลอกซาซิน-KLH 3 

µg/ml 
KLH 3 µg/ml 

2/11F/4A/5C 1.292 1.238 
2/11F/7D/8G 1.441 1.266 
2/11F/3H/4D 1.374 1.186 
2/11F/11B/9C 1.160 1.155 

C-* 0.077 0.080 
C+** 1.587 1.935 
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ลักษณะเปนตะกอนแขวนลอยซึ่งทําใหไดเกาะกับกนหลุมไดนอย  หลังทําการหลอมรวมเซลลแลว
พบวามีหลุมที่ใหผลบวกโดยวิธี indirect ELISA ที่ตรึงกนหลุมดวยเอนโรฟลอกซาซิน-BSA 3 µg/ml 
ทั้งหมด  10 โคลน แตเมื่อเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาไปพบวาเหลือเพียง 4  โคลนที่ยังผลิตแอนติบอดีที่
ใหผลบวกโดยวิธี indirect ELISA คือโคลนที่มาจากหลุม 3/6H, 3/12H, 4/10E  และ 4/11E  ดังตา
รางที่ 4.4  โดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจากเซลลไฮบริโดมาจากการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 2  นี้
ใหคาการดูดกลืนแสงในหลุมที่ตรึงกนหลุมดวยเอนโรฟลอกซาซิน-BSA 3 µg/ml  และ KLH 3 
µg/ml   ไมตางกันแสดงวาแอนติบอดีนี้ไมจําเพาะตอเอนโรฟลอกซาซิน และแอนติบอดียังสามารถ
จับกับแอนติเจนในหลุมที่ตรึงดวย BSA 3 µg/ml    ทั้งที่ไมไดเปนสารที่ฉีดกระตุนซึ่งปกติมีความ
เปนไปไดนอย เนื่องจากหนูนั้นไดรับการฉีดกระตุนดวยเอนโรฟลอกซาซิน-KLH ทําใหมีแอนติบอดี
สวนหนึ่งที่จะทําอันตรกิริยากับ KLH ได แตในการทําอันตรกิริยากับ BSA นั้นมีความเปนไปไดนอย 

  
ตารางที่ 4.4   คาดูดกลืนแสงในการทดสอบโดยวิธี indirect ELISA  ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่

ไดจากการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 2             

   หมายเหตุ *     อาหารเลี้ยงเซลลที่ยังไมผานการเลี้ยงเซลล  
    **  ซีรัมที่ไดจากการเจาะจากหัวใจหนูที่นํามามมาหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 2 ที่ความเจือ     
          จาง 1:4,000 เทาใน PBS 

แอนติเจนที่ตรึง  
รหัสโคลน เอนโรฟลอกซาซิน-BSA 

3µg/ml   
KLH 3µg/ml      BSA 3µg/ml   

3/6H/9G/8G/1A/4F 1.075 0.937 2.865 
3/6H/9D/7A/9G/11E 1.047 1.017 2.704 
3/12H/1A/3E/2D/8E 2.348 1.847 2.763 

3 /12H/1A/3E/12A/2E 1.725 1.558 2.710 
4/10E/3H/9D/1A/3H 2.807 2.019 2.840 
4/10E/3H/9D/1A/2F 2.298 1.675 2.527 

4/11E/12G/3E/4E/5A 1.236 0.816 1.532 
4/11E/12G/3F/7B/9C 1.062 0.756 1.519 

C* 0.077 0.080 0.083 
C+** 1.387 1.435 1.348 
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หลังจากทําการหลอมรวมเซลลไปแลว 2 คร้ังนั้นไมไดเซลลไฮบริโดมาที่สรางแอนติบอดีที่
จําเพาะตอเอนโรฟลอกซาซินและพบวาซีรัมจากหนูที่เหลือทั้ง 2 ตัวนั้นมีคาไตเตอรแอนติบอดีตอ
เอนโรฟลอกซาซินต่ําจึงไมไดนําหนูทดลองที่เหลือมาทําการหลอมรวมเซลล   

 
4.2.3 การหลอมรวมเซลลครั้งที่ 3 
ในการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 3  นั้นใชหนูจากกลุมที่ 2 หนูตัวที่ 2  ซึ่งไดรับการฉีดกระตุน

ภูมิคุมกันดวยเอนโรฟลอกซาซิน-BSA แลว 4  คร้ัง  
หลังทําการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 3 ไดทําการคัดกรองหาเซลลไฮบริโดมาที่ผลิตแอนติบอดี

ตอเอนโรฟลอกซาซินโดยวิธี  indirect ELISA  ที่ตรึงกนหลุมดวยเอนโรฟลอกซาซิน-BSA 3 µg/ml   
จากการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 3 นั้นพบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดนั้นมาจากเซลลไฮบริโดมา
จากหลุมต้ังตนรหัส 2/7F และ 5/11Fและไดทํา indirect ELISA ที่ตรึงกนหลุมดวยเอนโรฟลอกซา
ซิน-BSA   3 µg/ml เพื่อเปรียบเทียบโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไมถูกดูดซับ  ที่ดูดซับดวยเอนโรฟ
ลอกซาซิน 25  µg/ml   และที่ดูดซับดวย BSA 1% โดยพบวาแมดูดซับดวยเอนโรฟลอกซาซิน 25  
µg/ml  คาดูดกลืนแสงนั้นไมตางกับการไมดูดซับ   แตการดูดซับดวย BSA 1%   นั้นพบวาคาการ
ดูดกลืนแสงลดลงอยางมากดังตารางที่ 4.5   แสดงวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจากเซลลไฮบริ
โดมาทั้งหมดไมจําเพาะตอเอนโรฟลอกซาซินแตจําเพาะตอ BSA 
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ตารางที่ 4.5  คาดูดกลืนแสงในการทดสอบโดยวิธี indirect ELISA ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่  
ไดจากการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 3  

 
ดูดซับ      

รหัสโคลน 
 

ไมดูดซับ เอนโรฟลอกซาซิน  25  
µg/ml  

BSA 1% 

2/7F/2A/5C/9E 1.450 1.293 0.100 
2/7F/10C/4C/8D 1.075 0.961 0.113 
5/11F/2E/6G/8C 1.101 1.043 0.144 
5/11F/3C/2F/5F 1.899 1.812 0.395 
5/11F/4D/4D/2G 1.911 1.890 0.364 

C-* 0.091 
C+** 1.286 

หมายเหตุ *     อาหารเลี้ยงเซลลที่ยังไมผานการเลี้ยงเซลล  
**   ซีรัมที่ไดจากการเจาะจากหัวใจหนูที่นํามามมาหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 3 ที่ความเจือ     
       จาง 1:4,000 เทาใน PBS 

 
4.2.4 การหลอมรวมเซลลครั้งที่ 4 
ในการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 4 นั้นใชหนูในกลุมที่ 2 ตัวที่ 1 ซึ่งไดรับการฉีดกระตุนดวยเอน

โรฟลอกซาซิน-BSA  5  คร้ัง   
4.2.4.1 การทดสอบหาความจําเพาะของแอนติบอดีตอเอนโรฟลอกซาซินในซีรัม

โดยวิธี  indirect competitive ELISA  
การทดสอบหาความจําเพาะของแอนติบอดีในซีรัมหนูที่ใชในการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 4

กับเอนโรฟลอกซาซินโดยวิธี  indirect  ELISA เพื่อตรวจสอบวาซีรัมมีแอนติบอดีตอเอนโรฟลอกซา
ซินหรือไม โดยเจือจางซีรัมใน PBS ที่มี BSA ละลายอยู 0.5% (w/v) เนื่องจากในซีรัมที่ไดรับการฉีด
กระตุนดวยเอนโรฟลอกซาซิน-BSA จะมีแอนติบอดีตอ BSA อยูดวยจึงตองดูดซับ BSA ออกเสีย
กอน ถาซีรัมหนูมีแอนติบอดีตอเอนโรฟลอกซาซิน แอนติบอดีที่อยูในซีรัมจะจับกับเอนโรฟลอกซา
ซินในรูปอิสระทําใหไมจับกับเอนโรฟลอกซาซินที่ถูกตรึงอยูกนหลุม ทําใหคาดูดกลืนแสงลดลงเมื่อ
เทียบกบัซีรัมที่ไมมีเอนโรฟลอกซาซินในรูปอิสระอยูในหลุม ผลการทดสอบแสดงดังภาพที่ 4.1 จะ



                                                                           
                             
 

                                                                                                                                                              31 

 

เห็นวาคาดูดกลืนแสงลดลงเมื่อความเขมขนของเอนโรฟลกซาซินเพิ่มข้ึน แสดงวาในซีรัมของหนู
กลุมที่ 2 ตัวที่ 1 นั้นมีแอนติบอดีตอเอนโรฟลอกซาซินทําใหมีความนาจะเปนสูงที่จะไดเซลลที่ผลิต
แอนติบอดีตอเอนโรฟลอกซาซินเมื่อทําการหลอมรวมเซลลแลว จึงใชมามจากหนูตัวนี้ไปทําการ
หลอมรวมเซลล  
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ภาพที่ 4.1  ผลการทดสอบหาความจําเพาะของแอนติบอดีตอเอนโรฟลอกซาซินในซีรัมของหนูกลุม    
                  ที่ 2  ตัวที่ 1  โดยวิธี  indirect competitive ELISA  
 

4.2.4.2  การหลอมรวมเซลล 
หลังจากหลอมรวมเซลลพบวาเซลลในหลุมนั้นเพิ่มจํานวนแตไมมีลักษณะเปนโคลนโดย

เซลลนั้นกระจายทั่วหลุม เซลลมีจํานวนมากและมีขนาดเล็กกวาเซลลไฮบริโดมาปกติ จึงไดทําการ
คัดกรองเซลลไฮบริโดมาหลังจากวันที่ทําการหลอมรวมเซลลเพียง 3 สัปดาห ซึ่งปกติจะทําการคัด
กรองเซลลหลังจากหลอมรวมเซลลแลวอยางนอย 4 สัปดาห หลังการคัดกรองแลวพบวาเซลลไฮบริ
โดมาในหลุมใหผลบวกโดยวิธี indirect ELISA จํานวน 512 หลุมจากทั้งหมด 576 หลุม แตเมื่อ
เลี้ยงเซลลตอไป 2 สัปดาหพบวาแอนติบอดีจากเซลลนั้นใหผลเปนลบในวิธี indirect ELISA  โดย
บางหลุมเซลลตาย  หลุมที่มีเซลลไฮบริโดมาที่ผลิตแอนติบอดีใหผลบวกโดยวิธี indirect ELISA ที่
ตรึงกนหลุมดวยเอนโรฟลอกซาซิน-BSA  เหลือเพียงเซลลจากหลุมรหัส  1/4D, 5/3F และ 5/4D  แต
ใหคาการดูดกลืนแสงต่ํามากในหลุม BSA ดังตารางที่ 4.6  จึงไดทําการคัดแยกเซลลใหเปนเซลล
เดี่ยว และคัดเลือกเซลลไฮบริโดมาที่ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี  หลังจากนั้นจึงเพิ่มจํานวนและ
เก็บเซลลในไนโตรเจนเหลว และจะทําการศึกษาลักษณะสมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดีเหลานี้
ตอไป 
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 ตารางที่ 4.6  คาดูดกลืนแสงในการทดสอบโดยวิธี indirect ELISA ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่  
                     ไดจากการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 4    

หมายเหตุ *     อาหารเลี้ยงเซลลที่ยังไมผานการเลี้ยงเซลล  
 ** ซีรัมที่ไดจากการเจาะจากหัวใจหนูที่นํามามมาหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 4 ที่ความเจือ

จาง 1:4,000 เทาใน PBS 
 

4.2.5 การหลอมรวมเซลลครั้งที่ 5 
การหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 5 นั้นใชหนูกลุมที่ 2 ตัวที่ 5 ซึ่งเคยไดรับการฉีดกระตุนดวยเอน

โรฟลอกซาซิน-KLH  มาแลว 5  คร้ังแลวจึงเปลี่ยนมากระตุนดวยเอนโรฟลอกซาซิน-BSA อีก 3 คร้ัง 
  4.2.5.1 การทดสอบหาความจําเพาะของแอนติบอดีตอเอนโรฟลอกซาซินในซีรัม
โดยวิธี  indirect competitive ELISA  
 การทดสอบหาความจําเพาะของแอนติบอดีในซีรัมตอเอนโรฟลอกซาซินโดยวิธี indirect  
ELISA  เพื่อตรวจสอบวาในซีรัมมีแอนติบอดีตอเอนโรฟลอกซาซินหรือไม โดยเจือจางซีรัมใน PBS 
ที่มี BSA ละลายอยู 0.5% (w/v) เนื่องจากในซีรัมของหนูที่ไดรับการฉีดกระตุนดวยเอนโรฟลอกซา
ซิน-BSA จะมีแอนติบอดีตอ BSA อยูดวยจึงตองดูดซับ BSA ออกเสียกอน ถาซีรัมหนูมีแอนติบอดี
ตอเอนโรฟลอกซาซิน  แอนติบอดีที่อยูในซีรัมจะจบักับเอนโรฟลอกซาซินในรูปอิสระทําใหไมจับกับ

แอนติเจนที่ตรึง  
รหัสโคลน เอนโรฟลอกซาซิน-BSA 

3µg/ml 
BSA 3µg/ml 

1/4D/2F/8F 1.057 0.094 
1/4D/2F/10H 1.224 0.111 
1/4D/8G/8B 1.458 0.159 
5/3F/1D/6C 0.663 0.099 

5/3F/1G/10B 0.717 0.114 
5/4D/4B/7F 0.993 0.138 
5/4D/4B/1F 1.330 0.093 
5/4D/4D/8F 1.274 0.089 

C- 0.091 0.081 
C+ 1.338 1.429 
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เอนโรฟลอกซาซินที่ถูกตรึงอยูกนหลุม       ทําใหคาดูดกลืนแสงลดลงเมื่อเทียบกับซีรัมที่ไมมีเอน
โรฟลอกซาซินในรูปอิสระอยูในหลุม ผลการทดสอบแสดงดังภาพที่ 4.2 จะเห็นวาคาดูดกลืนแสงลด
ลงเมื่อความเขมขนของเอนโรฟลกซาซินเพิ่มข้ึน แสดงวาในซีรัมของหนูกลุมที่ 2 ตัวที่ 5  นั้นมี
แอนติบอดีตอเอนโรฟลอกซาซินจึงใชมามจากหนูตัวนี้ไปทําการหลอมรวมเซลล  
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ภาพที่ 4.2  ผลการทดสอบหาความจําเพาะของแอนติบอดีตอแอนโรฟลอกซาซินในซีรัมของ 

หนูกลุมที่ 2  ตัวที่ 5  ดวยวิธี  indirect competitive  ELISA  
 

4.2.5.2 การหลอมรวมเซลล 
จากการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 5 นี้ไดเซลลไฮบริโดมาที่ผลิตแอนติบอดีที่ใหผลบวกในวิธี 

indirect ELISA ทั้งหมด 7  หลุมคือหลุมที่มีรหัส 2/12A, 3/6E, 4/2E, 5/6G, 5/12D, 5/6F และ 
1/3C   ดังตารางที่ 4.7  เมื่อรวมกับ 3 โคลนที่ไดจากการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 4  เปนทั้งหมด 10 
โคลนที่ไมจับกับ BSA  แตจับกับเอนโรฟลอกซาซิน–BSA  ที่ตรึงกนหลุมโดยวิธี indirect ELISA  ซึ่ง
คาดวาจะใหโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอเอนโรฟลอกซาซิน   จึงเพิ่มจํานวนเซลลและเก็บ
เปนเซลลแชแข็งซึ่งมีดังตารางที่  ก.1 และ ก.2   ในภาคผนวก ก และจะทําการศึกษาลักษณะ
สมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดีเหลานี้ตอไป 
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4.3 ผลการศึกษาลักษณะสมบัติเบ้ืองตนของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
4.3.1 ทดสอบการจับกันของแอนติบอดีตอเอนโรฟลอกซาซินในรูปอิสระ 

จากการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 4 และครั้งที่ 5 โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดนั้น
สามารถจับกับเอนโรฟลอกซาซิน-BSA แตไมจับกับ BSA โดยวิธี indirect ELISA    ซึ่งจํานวนเซลล
ไฮบริโดมาทั้งหมดที่ไดมีจํานวนมาก จึงเลือกเซลลที่เปนตัวแทนของเซลลไฮบริโดมาจากทั้งหมดมา
ทดสอบการจับกันระหวางโมโนโคลนอลแอนติบอดีกับเอนโรฟลอกซาซินในรูปอิสระ โดยตั้งรหัส
โคลนใหมเพื่อความสะดวกในการจัดการดังตารางที่ 4.8 และ 4.9  ในการทดสอบหาความจําเพาะ
ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเอนโรฟลอกซาซินในรูปอิสระโดยวิธี  indirect competitive ELISA  
นั้นถาโมโนโคลนอลแอนติบอดีจําเพาะตอเอนโรฟลอกซาซิน โมโนโคลนอลแอนติบอดีจะจับเอนโร 
ฟลอกซาซินในรูปอิสระ ทําใหคาดูดกลืนแสงลดลงเมื่อเทียบกับโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไมไดนํา
เอนโรฟลอกซาซินมาทําอันตรกิริยา ผลการทดสอบแสดงดังภาพที่ 4.3 จะเห็นวาในโคลนที่มีรหัส 
#44, #45, #47 และ #48 คาดูดกลืนแสงลดลงเมื่อความเขมขนของเอนโรฟลอกซาซินเพิ่มข้ึน ซึ่ง
พบวาเปนโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจากเซลลไฮบริโดมาที่มาจากการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 4  ที่
มาจากโคลนตั้งตนรหัส 1/4D เทานั้นที่สามารถจับกับเอนโรฟลอกซาซินในรูปอิสระได  โดยโคลน
รหัสอ่ืนๆ ทั้งในการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 4 และครั้งที่ 5 นั้นไมสามารถจับกับเอนโรฟลอกซาซินใน
รูปอิสระได จึงทําใหคาการดูดกลืนแสงโดยวิธี indirect competitive ELISA ไมลดลงเมื่อปริมาณ
เอนโรฟลอกซาซินเพิ่มข้ึน ดังแสดงในภาพที่ 4.3  และ 4.4          
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ตารางที่ 4.7   คาดูดกลืนแสงในการทดสอบโดยวิธี indirect ELISA  ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่
ไดจากการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 5  

 
หมายเหตุ *     อาหารเลี้ยงเซลลที่ยังไมผานการเลี้ยงเซลล  

** ซีรัมที่ไดจากการเจาะจากหัวใจหนูที่นํามามมาหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 5 ที่ความเจือจาง 
1:4,000 เทาใน PBS 

 
 

แอนติเจนที่ตรึง  
รหัสโคลน เอนโรฟลอกซาซิน-BSA 

3µg/ml 
BSA 3µg/ml KLH 3µg/ml 

1/3C/1D/1E 0.859 0.083 0.084 
1/3C/3E/3E 0.887 0.078 0.092 

2/12A/4C/2G 0.572 0.081 0.092 
2/12A/9B/5D 0.663 0.084 0.088 
3/6E/2D/10F 0.701 0.081 0.099 
3/6E/7E/12E 0.679 0.091 0.100 
3/6E/3F/11H 0.642 0.093 0.077 
4/2E/9D/9H 0.920 0.087 0.067 
4/2E/9B/7E 0.937 0.086 0.091 
5/6F/2C/4G 1.229 0.078 0.082 
5/6F/4E/5D 1.318 0.076 0.083 
5/6G/8A/8C 0.939 0.085 0.096 
5/6G/11F/9G 1.002 0.084 0.092 

5/6G/10H/12B 1.104 0.099 0.081 
5/12D/8H/2C 0.770 0.083 0.087 
5/12D/10C/7E 0.698 0.091 0.088 

C- 0.092 0.089 0.075 
C+ 1.867 1.349 1.255 
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ตารางที่ 4.8   รหัสโคลนจากการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 4  ที่เลือกมาทดสอบการจับของโมโน                         
                      โคลนอลแอนติบอดีกับเอนโรฟลอกซาซินในรูปอิสระ 

   
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ตารางที่ 4.9  รหัสโคลนจากการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 5 ที่เลือกมาทดสอบการจับของโมโนโคลนอล
แอนติบอดีตอเอนโรฟลอกซาซินในรูปอิสระ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

รหัสโคลน รหัสของหลุมที่ใชเลี้ยงเซลล 
38 5/4D/4B/1F/4D/3B/1G/1C /5B/1/10C 
40 5/4D/4D/8F/10E/11B/10E/1G /8C/1B 
44 1/4D/2F/8F/7E/3A /4G/3F 
45 1/4D/2F/10H/9G/7F /8G/6F 
47 1/4D/2F/10H/9G/7F /11G/5A 
48 1/4D/1D/6C/7E/6D /2D/8D 
49 5/3F/1D/6C/7E/6D /2D/10E 
52 5/3F/1G/10B/10E/7G /11D/10G 

หมายเลขโคลน รหัสโคลน 
3 2/12A/9B/5D/12B 
4 3/6E/2D/10F/3G 
8 3/6E/7E/12E/7C/10E 

10 3/6E/3F/11H/3H/5G 
11 4/2E/9D/9H/7C 
13 4/2E/9B/7E/11E 
15 5/6G/11F/9G/12F 
17 5/6G/10H/12B/1D 
19 5/12D/8H/2C/5C/2B 
22 5/12D/10C/8B/8C 
25 5/6F/2C/4G/9E/1G 
26 5/6F/4E/5D/11D/11F 
29 1/3C/1D/1E/6D/5H 
30 1/3C/3E/3E/2G/8E 
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ภาพที่ 4.3  การจับกันระหวางโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากการหลอมรวมเซลลครั้งที่ 4  กับเอนโรฟลอกซาซินในรูปอิสระโดยวิธี indirect competitive ELISA
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ภาพที่ 4.4  การจับกันระหวางโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากการหลอมรวมเซลลครั้งที่ 5  กับเอนโรฟลอกซาซินในรูปอิสระโดยวิธี competitive ELISA 
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4.3.2 การทดสอบความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเอนโรฟลอกซา
ซิน  

นําโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 4 รหัสโคลน #44, #45, #47 
และ #48   มาหาคา IC50 โดยคํานวณจากกราฟมาตรฐานที่มีแกน X เปนคาล็อกการิทึมของความ
เขมขนของเอนโรฟลอกซาซินและแกน Y เปน %B/B0 (%Binding) โดยให B คือคาการดูดกลืนแสง
โดยวิธี indirect competitive ELISA ที่มีสารที่ทดสอบในระดับความเขมขนตางๆ    และ B0 คือคา
การดูดกลืนแสงโดยวิธี competitive  ELISA ที่ไมมีเอนโรฟลอกซาซิน เพื่อหาคาความเขมขนของ
เอนโรฟลอกซาซินที่ใหคา %B/B0เทากับ 50%  และไดคา IC50 เทากับ 0.15, 0.19, 0.18 และ 0.18 
ng/ml ตามลําดับ ดังแสดงในภาพที่ 4.5 

  
4.3.3 การทดสอบความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอสารในกลุมควิ

โนโลนและกลุมฟลูออโรควิโนโลน 
ทดสอบความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจากเซลลไฮบริโดมาจากการหลอม

รวมเซลลคร้ังที่ 4 รหัสโคลน #44, #45, #47 และ #48 โดยทดสอบปฏิกิริยาขามกับสารปฏิชีวนะ
อ่ืนๆ ในกลุมควิโลนและกลุมฟลูออโรควิโนโลนโดยวิธี indirect competitive ELISA 

โดยปฏิกิริยาขามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอสารปฏิชีวนะตางๆ หาไดจากเปอรเซ็น
ของคา IC50  ของเอนโรฟลอกซาซินตอคา IC50 ของสารปฏิชีวนะตางๆ   

 
 
 
ซึ่งพบวาในจํานวนสารปฏิชีวนะที่ใชในการทดสอบนี้ทั้งหมด 9 ชนิด มีโอฟลอกซา

ซิน(ofloxacin) ที่มีคา IC50 นอยที่สุด แตก็มากกวา IC50 ของเอนโรฟลอกซาซินเกิน 1,000 เทา จึง
มีปฏิกิริยาขามนอยกวา   0.1%  สวนสารอีนอกซาซิน (enoxacin), ซินอกซาซิน (cinoxacin), 
นอรฟลอกซาซิน (norfloxacin), กรดไบเพมิดิก (bipemidic acid), กรดออกโซลินิก (oxolinic 
acid),      ฟลูเมควิน (flumequin), ซิโพรฟลอกซาซิน (ciprofloxacin) และกรดนาลิดิซิก (nalidixic 
acid)   นั้นมีคา IC50  มากกวา 10 µg/ml   จึงมปีฏิกิริยาขามนอยกวา 0.001%   ดังตารางที่ 4.10 
และตารางที่ 4.11       

ปฏิกิริยาขาม (เปอรเซ็นต)  =    IC50 ของเอนโรฟลอกซาซิน       x100 
IC50 ของของสารปฏิชีวนะตางๆ    
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ภาพที่  4.5  กราฟใชหาคา IC50 ตอเอนโรฟลอกซาซินของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากรหัสโคลน #44, #45, #47  และ #48 จากการหลอมรวมเซลลครั้งที่ 4 

user
Text Box
40



                                                                           
                             
 

                                                                                                                                                              41 

 

 ตารางที่ 4.10  คา IC50  ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากรหัสโคลนที่คัดเลือกจากการหลอมรวม
เซลลคร้ังที่ 4  ตอสารในกลุมควิโนโลนและกลุมฟลูออโรควิโนโลน 

  
ตารางที่ 4.11   คาปฏิกิริยาขามกลุมของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากรหัสโคลนที่คัดเลือกจากการ 
                        หลอมรวมเซลลคร้ังที่ 4  ตอสารในกลุมควิโนโลนและกลุมฟลูออโรควิโนโลน 

IC 50 (ng/ml)  
สารปฏิชีวนะ #44 #45 #47 #48 

เอนโรฟลอกซาซิน 0.15 0.19 0.18 0.18 
โอฟลอกซาซิน 2.98x103 4.79 x103 2.12 x103 1.71 x103 
อีนอกซาซิน >10,000 >10,000 >10,000 >10,000 
ซินอกซาซิน >10,000 >10,000 >10,000 >10,000 
นอรฟลอกซาซิน >10,000 >10,000 >10,000 >10,000 
กรดไบเพมิดิก >10,000 >10,000 >10,000 >10,000 
กรดออกโซลินิก >10,000 >10,000 >10,000 >10,000 
กรดนาลิดิซิก >10,000 >10,000 >10,000 >10,000 
ฟลูเมควิน >10,000 >10,000 >10,000 >10,000 
ซิโพรฟลอกซาซิน >10,000 >10,000 >10,000 >10,000 

ปฏิกิริยาขาม  (เปอรเซ็น)  
สารปฏิชีวนะ #44 #45 #47 #48 

เอนโรฟลอกซาซิน 100 100 100 100 
โอฟลอกซาซิน 0.0050 0.0040 0.0085 0.011 
อีนอกซาซิน <0.0015 <0.0019 <0.0018 <0.0018 
ซินอกซาซิน <0.0015 <0.0019 <0.0018 <0.0018 
นอรฟลอกซาซิน <0.0015 <0.0019 <0.0018 <0.0018 
กรดไบเพมิดิก <0.0015 <0.0019 <0.0018 <0.0018 
กรดออกโซลินิก <0.0015 <0.0019 <0.0018 <0.0018 
กรดนาลิดิซิก <0.0015 <0.0019 <0.0018 <0.0018 
ฟลูเมควิน <0.0015 <0.0019 <0.0018 <0.0018 
ซิโพรฟลอกซาซิน <0.0015 <0.0019 <0.0018 <0.0018 
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4.3.4 การทดสอบความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอสารนอกกลุมควิ
โนโลนและกลุมฟลูออโรควิโนโลน       
   สารนอกกลุมควิโนโลนและกลุมฟลูออโรควิโนโลนที่ทดสอบมีดังนี้ เททราไซคลิน 
(tetracycline), สเตรปโตมัยซิน (streptomycin), ซัลฟาเมทาซีน (sulfamethazine), ฟูราโซลิโดน(
furazolidone), เคลนบูเทอรอล (clenbuterol), เพนิซิลลิน (penicillin)   และคลอแรมเฟนิคอล(
chloramphenical) โดยฟูราโซลิโดนเปนสารในกลุมไนโตรฟูแรน (nitrofuran) และเคลนบูเทอรอล 
เปนสารในกลุมสารเรงเนื้อแดง สวนสารอื่นนั้นเปนสารปฏิชีวนะทั้งสิ้น   ซึ่งสารที่ทดสอบทั้งหมดนี้
ใหคา IC50 มากกวา 10 µg/ml    ดังนั้นทุกสารจึงใหคาปฏิกิริยาขามกลุมของโมโนโคลนอล
แอนติบอดีรหัสโคลน #44, #45, #47  และ#48  จากการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 4 นอยกวา 0.01% 
 

ตารางที่ 4.12  คา IC50  ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากรหัสโคลนที่คัดเลือกจากการหลอม
  รวมเซลลคร้ังที่ 4  ตอสารนอกกลุมควิโนโลนและกลุมฟลูออโรควิโนโลน 

IC50 (ng/ml)  
สารที่ทดสอบ #44 #45 #47 #48 

เอนโรฟลอกซาซิน 0.15 0.19 0.18 0.18 
เททราไซคลิน >10,000 >10,000 >10,000 >10,000 
สเตรปโตมัยซิน >10,000 >10,000 >10,000 >10,000 
ซัลฟาเมทาซีน >10,000 >10,000 >10,000 >10,000 
ฟูราโซลิโดน >10,000 >10,000 >10,000 >10,000 
เคลนบูเทอรอล >10,000 >10,000 >10,000 >10,000 
เพนิซิลลิน >10,000 >10,000 >10,000 >10,000 
คลอแรมเฟนิคอล >10,000 >10,000 >10,000 >10,000 
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ตารางที่ 4.13   คาปฏิกิริยาขามกลุมของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากรหัสโคลนที่คัดเลือกจากการ 
                        หลอมรวมเซลลคร้ังที่ 4  ตอสารนอกกลุมควิโนโลนและกลุมฟลูออโรควิโนโลน 

ปฏิกิริยาขาม  (เปอรเซ็น)  
สารที่ทดสอบ #44 #45 #47 #48 

เอนโรฟลอกซาซิน 100 100 100 100 
เททราไซคลิน <0.0015 <0.0019 <0.0018 <0.0018 
สเตรปโตมัยซิน <0.0015 <0.0019 <0.0018 <0.0018 
ซัลฟาเมทาซีน <0.0015 <0.0019 <0.0018 <0.0018 
ฟูราโซลิโดน <0.0015 <0.0019 <0.0018 <0.0018 
เคลนบูเทอรอล <0.0015 <0.0019 <0.0018 <0.0018 
เพนิซิลลิน <0.0015 <0.0019 <0.0018 <0.0018 
คลอแรมเฟนิคอล <0.0015 <0.0019 <0.0018 <0.0018 

 
 

4.3.5 ผลการตรวจสอบไอโซไทป (Isotype) ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
ผลการตรวจหาไอโซไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากเซลลไฮบริโดมารหัสโคลน #44, 

#45, #47  และ#48 ที่ไดจากการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 4 พบวา โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดทั้ง
หมดเปนชนิด IgG1  ซึ่งผลการทดสอบแสดงดังตารางที่ 4.14 
 
ตารางที่ 4.14   คาดูดกลืนแสงจากการตรวจไอโซไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่คัดเลือกได 

          จากการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 4 
ไอโซไทป  

รหัสโคลน IgG1 IgG2a IgG2b IgG3 IgA IgM 
 

ผลไอโซไทป 
# 44 0.551 0.068 0.095 0.101 0.502 0.161 IgG1 
# 45 0.662 0.086 0.094 0.096 0.073 0.156 IgG1 
# 47 0.591 0.080 0.091 0.094 0.059 0.162 IgG1 
# 48 0.551 0.088 0.093 0.093 0.061 0.155 IgG1 

Control 
( IgG3 ) 

0.163 0.311 0.364 1.534 0.155 0.254 IgG3 
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4.3.6 การทดสอบความไว ( sensitivity ) ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี  
ความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีนี้รายงานเปนคา LOD (limit of detection) โดยการ

นําคาการดูดกลืนแสงโดยวิธี indirect competitive ELISA มาเขียนกราฟใหแกน Y เปนคาการดูด
กลืนแสง   สวนแกน X  เปนคาล็อกการิทึมของปริมาณเอนโรฟลอกซาซิน ดังแสดงในภาพที่ 4.6
  คา LOD = B0- 3 SD                 
เมื่อ B0   =  คาการดูดกลืนแสงโดยวิธี indirect competitive ELISA ที่ไมมีเอนโรฟลอกซาซินอยู
สวน SD  =  สวนเบี่ยงเบนมาตรฐานของ B0        (Linnet และ Kondratovich, 2004) 

  
นําคา B0 จํานวน 8 คา มาหาคาสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานดังตารางที่ 4.15  จะไดคาสวน

เบี่ยงเบนมาตรฐานหลังจากนั้นหาคา 3 เทาของสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานของ นําคาที่ไดไปลบคา
ของ B0 คาที่ไดจะเปนคาการดูดกลืนแสง  จึงนําไปหาคาปริมาณเอนโรฟลอกซาซินโดยหาไดจาก
สมการเสนตรงของกราฟ (สมการจากสวนที่เปนเสนตรงของกราฟ)   ซึ่งโมโนโคลนอลแอนติบอดี
จากโคลน #44, #45, #47 และ #48 มีคา LOD เทากับ  0.0014, 0.0029, 0.0026 และ 0.0015 
ng/ml ตามลําดับ  แสดงวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้ง 4 โคลนนี้มีความไวตอเอนโรฟลอกซาซินสูง
เนื่องจากสามารถตรวจสอบปริมาณเอนโรฟลอกซาซินไดในระดับตํ่าสุดถึง  0.0014 ng/ml   ดังตา
รางที่ 4.16 
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ภาพที่ 4.6   กราฟใชหาคา LOD ตอเอนโรฟลอกซาซินของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากรหัสโคลน #44, #45, #47  และ #48 จากการหลอมรวมเซลลครั้งที่ 4 

user
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ตารางที่ 4.15  คาดูดกลืนแสงในการทดสอบโดยวิธี indirect competitive ELISA ของโมโนโคลนอล 
         แอนติบอดีที่คัดเลือกไดจากการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 4  เพื่อใชหาคา LOD 

 
ตารางที่ 4.16  คาสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานและคา LOD ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่คัดเลือกได 
                       จากการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 4 

 
รหัสโคลน 

สวนเบี่ยงเบน
มาตรฐาน 

3 เทาของสวนเบี่ยง
เบนมาตรฐาน 

 
สมการเสนตรงของกราฟ 

คา LOD  
(ng/ml) 

#44 0.032 0.096 y = -0.1698Ln(x) + 0.3505 0.0014 
#45 0.031 0.093 y = -0.2045Ln(x) + 0.3373 0.0029 
#47 0.016 0.048 y = -0.1173Ln(x) + 0.2152 0.0026 
#48 0.007 0.021 y = -0.1074Ln(x) + 0.2491 0.0015 

4.4 การทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหบริสุทธิ์     
 จากผลการทดลองขางตนพบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีรหัสโคลน #44 นั้นใหคา IC50 
และคา LOD ต่ําที่สุด  จึงใชเซลลจากรหัสโคลน #44 นี้เพิ่มจํานวนและเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลลจน
ไดแอนติบอดีในปริมาณมากสะสมอยูในอาหารเลี่ยงเซลล จึงนําแอนติบอดีมาทําใหบริสุทธิ์โดยการ
ใชโปรตีนเอ ซึ่งแอนติบอดีจะมีสัมพรรคภาพตอโปรตีนเอที่คา pH 8        โดยที่โปรตีนและสารอื่นๆ
ในอาหารเลี้ยงเซลลจะถูกชะออกจากคอลัมนโปรตีนเอเหลือเพียงแอนติบอดีเทานั้น   แตที่คา pH 
ตํ่าลงสัมพรรคภาพของแอนติบอดีตอโปรตีนเอจะลดลง   ซึ่งที่คา pH 3 นั้นแอนติบอดีทั้งหมดจะถูก
ชะออกจากคอลัมนโปรตีนเอ จึงสามารถแยกแอนติบอดีออกจากอาหารเลี้ยงเซลลได หลังจากนั้น
จึงนําบัฟเฟอรและแอนติบอดีที่ถูกชะออกจากคอลัมนโปรตีนเอซึ่งอยูในหลอดทดลองมาวัดคาการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 nm. ดังภาพที่ 4.7    ซึ่งพบวาในหลอดทดลองที่ 6 ถึงหลอดที่ 10 

 
รหัสโคลน 

 
คาดูดกลืนแสงที่มีเอนโรฟลอกซาซิน 0 ng/ml (คาB0) 

สวนเบี่ยง
เบนมาตร
ฐาน 

#44 1.562 1.540 1.499 1.574 1.599 1.602 1.620 1.498 0.032 
#45 1.630 1.557 1.559 1.681 1.604 1.595 1.622 1.626 0.031 
#47 0.931 0.913 0.955 0.947 0.938 0.929 0.915 0.950 0.016 
#48 0.970 0.967 0.978 0.981 0.961 0.972 0.960 0.971 0.007 
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นั้นมีแอนติบอดีที่บริสุทธิ์อยูในความเขมขนสูงจึงไดนําแอนติบอดีมารวมกันและนําไปทํา dialysis 
ดวย PBS ทั้งหมด  5 คร้ัง แลวนําแอนติบอดีที่ไดมาทํา BCA assay เพื่อหาความเขมขนของโปรตีน
ซึ่งก็คือความเขมขนของแอนติบอดีนั่นเอง   
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ภาพที่ 4.17  กราฟคาการดูดกลืนแสงของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ 

จากการหาความเขมขนของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยวิธี BCA assay พบวาไดความ
เขมขนของแอนติบอดีที่อัตราเจือจางของแอนติบอดีเปน 1 ตอ 4  เทากับ 241.43 µg/ml    ซึ่ง
แอนติบอดีทั้งหมดปริมาตร 5 ml  นั่นคือจากอาหารเลี้ยงเซลลปริมาตร 300 ml พบวาหลังจากทํา
ใหบริสุทธิ์โดยการใชโปรตีนเอแลวไดโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่บริสุทธิ์เทากับ 4,828.6 µg/ml ซึ่ง
จะไดนําโมโนโคลนอลแอนติบอดีนี้ไปใชประโยชนตอไป 
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ภาพที่ 4.18  กราฟใชหาคาความเขมขนของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยวิธี BCA assay 
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บทที่ 5 
 

สรุปและขอเสนอแนะ 

การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเอนโรฟลอกซาซินในงานวิจัยนี้ใชหนูเพื่อทําการหลอม
รวมเซลลทั้งหมด 5 ตัว  ในการหลอมรวมเซลลคร้ังแรกและครั้งที่ 2 นั้นใชหนูที่ฉีดกระตุนดวย    
เอนโรฟลอกซาซิน-KLH ซึ่งไมไดเซลลไฮบริโดมาที่ผลิตแอนติบอดีที่จําเพาะตอเอนโรฟลอกซาซิน  
สวนการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 3 นั้นเปลี่ยนมาฉีดกระตุนหนูดวยเอนโรฟลอกซาซิน-BSA ซึ่งให     
ไตเตอรของแอนติบอดีในซีรัมสูงกวาหนูที่หลอมรวมเซลลในครั้งที่ 1 และ 2     แตก็ยังไมไดเซลล     
ไฮบริโดมาที่ผลิตแอนติบอดีที่จําเพาะตอเอนโรฟลอกซาซนิ   โดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดใน
หลอมรวมเซลลทั้ง 3 คร้ังที่ผานมานั้นมี 7  โคลนแตก็เปนโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไมจําเพาะตอ
เอนโรฟลอกซาซิน     

ในการคัดเลือกหนูที่จะทําการหลอมรวมเซลลนั้นตองตรวจสอบระดับพอลิโคลนอลแอนติ 
บอดีในซีรัมที่สามารถจับกับสารในรูปอิสระซึ่งเปนไปตามจุดประสงคของงานที่จะนําแอนติบอดีไป
ใช  โดยในซีรัมของหนูที่ไดรับการฉีดกระตุนดวยเอนโรฟลอกซาซิน-BSA ที่ใชในการหลอมรวมเซลล
คร้ังที่ 4 และ 5 นั้นเมื่อวัดไตเตอรดวยวิธี indirect ELISA โดยใชแอนติเจนในการคัดกรองเปนเอน
โรฟลอกซาซิน-BSA  พบวาใหคาไตเตอรสูงและเมื่อนําซีรัมมาดูดซับดวย BSA กอนทํา indirect 
ELISA ก็พบวายังใหไตเตอรตอเอนโรฟลอกซาซิน-BSA ในระดับสูงเชนกัน ซึ่งจากตรงนี้ยังสรุปไมได
วาแอนติบอดีในซีรัมนั้นจับกับเอนโรฟลอกซาซินไดมากหรือนอย    ตองนําซีรัมมาดูดซับดวยเอน
โรฟลอกซาซินโดยตรงจึงจะสรุปไดวาแอนติบอดีในซีรัมนั้นจับกับเอนโรฟลอกซาซินได  และสําหรับ
โมโนโคลนอลแอนติบอดีก็เชนกัน  เพราะในการนําแอนติบอดีไปใชเปนชุดตรวจหาสารเอนโรฟลอก
ซาซินนั้นตองใชโมโนโคลนอลแอนติบอดทีี่จับกับเอนโรฟลอกซาซินในรูปอิสระ ไมใชเอนโรฟลอกซา
ซินในรูปที่เชื่อมติดอยูกับสารโปรตีนใดๆ     เนื่องจากการฉีดกระตุนหนูทดลองนั้นตองใชเอนโร 
ฟลอกซาซินในรูปที่เชื่อมติดกับสารโปรตีนเพื่อใหสามารถกระตุนระบบภูมิคุมกันของสัตวทดลองได      
ทําใหหลังการหลอมรวมเซลลไดแอนติบอดีทั้งที่จําเพาะตอเอนโรฟลอกซาซิน จําเพาะตอสาร
โปรตีนและที่จําเพาะตอ epitope  ใหมที่เกิดขึ้นจากการเชื่อมตอระหวางเอนโรฟลอกซาซินและสาร
โปรตีน  และในการวัดปริมาณแอนติบอดีดวยวิธี indirect ELISA นั้นก็ตองใชเอนโรฟลอกซาซินใน
รูปที่เชื่อมติดกับสารโปรตีน เพื่อใหสารโปรตีนนั้นเกาะติดกับพื้นหลุมไดทําใหแมวาแอนติบอดีนั้น
จับกับเอนโรฟลอกซาซิน-BSA หรือเอนโรฟลอกซาซิน-KLH และไมจับกับสารโปรตีนซึ่งก็คือ BSA 
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หรือ KLH  แตอาจจับกับจุดเชื่อมตอระหวางเอนโรฟลอกซาซินและสารโปรตีนหรือ epitope ใหม
อ่ืนๆ ที่อาจเกิดขึ้นจากปฏิกิริยาการเชื่อมตอระหวางเอนโรฟลอกซาซินและสารโปรตีน  ทําใหโมโน
โคลนอลแอนติบอดีที่ไดนั้นไมจําเพาะตอเอนโรฟลอกซาซิน  ดังในโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดใน
การหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 4 และ 5 นั้นทั้งหมด 10 โคลนที่จับกับเอนโรฟลอกซาซิน-BSA  และไมจับ
กับ BSA แตสามารถจับกับเอนโรฟลอกซาซินในรูปอิสระไดเพียงโคลนเดียว  

โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอเอนโรฟลอกซาซินมีเพียง 1 โคลนเทานั้นคือเซลลไฮบ
ริโดมาจากหลุมต้ังตนรหัส 1/4D ที่ไดจากการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 4 ซึ่งไดเพิ่มจํานวนและเก็บแช
แข็งโดยใชรหัสโคลน 19-26 และ 43-47 โดยเซลลไฮบริโดมารหัส 1/4D นั้นในระหวางทําใหเปน
เซลลเดี่ยวไดถูกคัดแยกออกเปน 4 กลุมจึงคัดเลือกรหัสโคลน #44, #45, #47 และ #48 โดยพบวา
ทั้ง #44, #45, #47 และ #48 มีไอโซไทปเปนชนิด IgG1    และเมื่อนํามาทดสอบหาคา IC50 ตอ
เอนโรฟลอกซาซิน พบวามีคาเทากับ 0.15, 0.19, 0.18 และ 0.18 ng/ml  ตามลําดับ และปฏิกิริยา
ขามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้ง 4 โคลนที่เลือกมาทดสอบตอสารปฏิชีวนะตางๆในกลุมควิโน
โลนและฟลูออโรควิโนโลนนั้นมีคานอยมาก โดยโอฟลอกซาซินนั้นมีปฏิกิริยาขามนอยกวา 0.01% 
สวนอีนอกซาซิน, ซินอกซาซิน, นอรฟลอกซาซิน, กรดไบเพมิดิก, ซิโพรฟลอกซาซิน,  ฟลูเมควิน, 
กรดออกโซลินิก และกรดนาลิดิซิกนั้นมีคา IC50  มากกวา 10 µg/ml   จึงมีปฏิกิริยาขามนอยกวา 
0.002%  สวนปฏิกิริยาขามตอสารปฏิชีวนะนอกกลุมควิโนโลนนั้นมีปฏิกิริยาขามนอยกวา 0.002% 
เนื่องจากมีคา IC50 มากกวา 10 µg/ml     

จากความจําเพาะอยางสูงของโมโนโคลนอลแอนติบอดีรหัสโคลน #44, #45, #47 และ 
#48 นั้น เมื่อพิจารณาในโครงสรางของเอนโรฟลอกซาซินเทียบกับสารในกลุมควิโนโลนและกลุมฟลู
ออโรควิโนโลน ดังภาพที่ 2.2 พบวาเอนโรฟลอกซาซินมีโครงสรางใกลเคียงกับซิโพรฟลอกซาซิน
มากที่สุดตางกันเพียงเอนโรฟลอกซาซินมีหมูเอทิลที่ติดอยูกับวงไพเพอราซีน สวนซิโพรฟลอกซาซิน
นั้นไมมี แตพบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีไมมีปฏิกิริยาขามกับซิโพรฟลอกซาซินเลยและสารอื่นๆที่
ทดสอบก็เชนกัน  ยกเวนแตโอฟลอกซาซินซึ่งมีปฏิกิริยาขามเล็กนอยอาจเนื่องจากโอฟลอกซาซิน
นั้นมีหมูเมทิลที่ติดอยูกับวงไพเพอราซีนทําใหแอนติบอดีมาจับกับโอฟลอกซาซินไดเล็กนอย  ซึ่ง
อาจเปนไปไดวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีรหัสโคลน #44, #45, #47 และ #48 นี้จําเพาะตอหมูเอทิล
ที่ติดอยูกับวงไพเพอราซีนของเอนโรฟลอกซาซิน      
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การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีนั้นรายงานเปนคา LOD ซึ่งโมโนโคลนอล
แอนติบอดีรหัสโคลน #44, #45, #47 และ #48 มีคา LOD เทากับ  0.0014, 0.0029, 0.0026 และ 
0.0015 ng/ml ตามลําดับ  แสดงวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้ง 4 โคลนนี้มีความไวตอเอนโรฟลอก
ซาซินสูง สามารถตรวจสอบปริมาณเอนโรฟลอกซาซินไดในระดับตํ่าสุดถึง  0.0014 ng/ml   มีราย
งานการวิจัยของ   watanabe และคณะ (2002)  ไดผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีและพัฒนาเปน
ชุดตรวจเอนโรฟลอกซาซินโดยวิธี ELISA  ซึ่งใหคา detection limit ที่ระดับ 10  ng/g ในตัวอยาง
ตับและกลามเนื้อไกและ 1 ng/g ในน้ํานมวัว    สวน Bucknall และคณะ (2003)      ผลิตโพลีโคล
นอลแอนติบอดีและพัฒนาเปนชุดตรวจเอนโรฟลอกซาซินโดยวิธี ELISA  ซึ่งใหคา detection limit 
ที่ระดับ 3.1 ng/ml  เมื่อเปรียบเทียบกับโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดในงานวิจัยครั้งนี้นั้นพบวา
โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดมีความไว และความจําเพาะตอเอนโรฟลอกซาซินสูง แมวาหลังจาก
นําโมโนโคลนอลแอนติบอดีไปพัฒนาเปนชุดตรวจโดยวิธี ELISA ที่ใชตรวจเอนโรฟลอกซาซินในตัว
อยางเนื้อเยื่อของสัตวแลวอาจจะทําใหคา LOD เพิ่มข้ึนบางแตก็ยังอยูในระดับใกลเคียงกับที่เคยมี
รายงานไว   

โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจากการวิจัยครั้งนี้มีความไวและความจําเพาะตอเอนโรฟลอก
ซาซินสูงจึงสามารถนําไปพัฒนาเปนชุดตรวจที่อาศัยหลักการ ELISA ประเภท  direct ELISA และ 
indirect competitive ELISA  ได  
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ภาคผนวก ก. 
 

ตารางที่ ก.1   รหัสโคลนของเซลลไฮบริโดมาที่ไดจากการการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 4  
การหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 4 

รหัสโคลน รหัสของหลุมที่ใชการเลี้ยงเซลล 
1 5/4D/2C/4E/4A/3F/1H/4D 
2 5/4D/2C/4E/4A/3F/1H/4H 
3 5/4D/2C/4E/4A/4F/4E/6B 
4 5/4D/2C/4E/4A/4F/4E/6B 
5 5/4D/2H/10H/11F/10F/7F/8D 
6 5/4D/2H/10H/11F/10F/7F/8B 
7 5/4D/2H/10H/12G/11G/9G/9C 
8 5/4D/2H/8G/1G/2B/1G/1E 
9 5/4D/2H/8G/1G/2B/1G/1F 
10 5/4D/4B/1F/4D/3B/1G/1C 
11 5/4D/4B/1F/4D/3F/1H/2F 
12 5/4D/4B/1F/4D/3F/1H/2G 
13 5/4D/4B/1F/4D/3B/2H/3G 
14 5/4D/4D/8F/10E/11B/10E/1G 
15 5/4D/4D/4E/11E/7C/11E/2G 
16 5/4D/4D/4E/11E/7C/11F/3C 
17 5/4D/4D/4E/11E/7C/11F/3D 
18 5/4D/4D/4E/11E/7C/11F/3E 
19 1/4D/2F/8F/7E/3A 
20 1/4D/2F/8F/8G/4H 
21 1/4D/2F/10H/9G/7B 
22 1/4D/2F/10H/9G/7F 
23 1/4D/8G/8B/4C/11E 
24 1/4D/8G/8B/4C/11H 
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ตารางที่ ก.1 รหัสโคลนของเซลลไฮบริโดมาที่ไดจากการการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 4 (ตอ) 
การหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 4 

รหัสโคลน รหัสของหลุมที่ใชการเลี้ยงเซลล 
25 1/4D/8G/8B/4E/12C 
26 1/4D/8G/8B/4E/12F 
27 5/3F/1D/6C/7E/6A 
28 5/3F/1D/6C/7E/6D 
29 5/3F/1D/6C/7E/6F 
30 5/3F/1G/10B/10E/7B 
31 5/3F/1G/10B/10E/7F 
32 5/3F/1G/10B/10E/7G 
33 5/3F/1G/10B/10H/8B 
34 5/4D/4D/4E/11F/7C/11F/3F  
35 5/4D/4B/7F/7E/7A/6B/7A  
36 5/4D/4B/7F/7E/7A/6B/7B  
37 5/4D/4B/1F/4D/3B/1G/1C /5B/1/8E 
38 5/4D/4B/1F/4D/3B/1G/1C /5B/1/10C 
39 5/4D/4B/1F/4D/3B/1G/1C /5B/1/11E 
40 5/4D/4D/8F/10E/11B/10E/1G /8C/1B 
41 5/4D/4D/8F/10E/11B/10E/1G /8H/8B 
42 5/4D/4D/8F/10E/11B/10E/1G /8H/12A 
43 1/4D/2F/8F/7E/3A /4G/3E 
44 1/4D/2F/8F/7E/3A /4G/3F 
45 1/4D/2F/10H/9G/7F /8G/6F 
46 1/4D/2F/10H/9G/7F /11G/2G 
47 1/4D/2F/10H/9G/7F /11G/5A 
48                     1/4D/2F/10H/9G/7F/2D/8D 
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ตารางที่ ก.1 รหัสโคลนของเซลลไฮบริโดมาที่ไดจากการการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 4 (ตอ) 
การหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 4 

รหัสโคลน รหัสของหลุมที่ใชการเลี้ยงเซลล 
49 5/3F/1D/6C/7E/6D /2D/10E 
50 5/3F/1G/10B/10E/7G /11C/5D 
51 5/3F/1G/10B/10E/7G /11C/5E 
52 5/3F/1G/10B/10E/7G /11D/10G 

 
 
 
 
ตารางที่ ก.2  รหัสโคลนของเซลลไฮบริโดมาที่ไดจากการการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 5  

การหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 5 
รหัสโคลน รหัสของหลุมที่ใชการเลี้ยงเซลล 

1 2/12A/4C/2G/10E 
2 2/12A/4C/2G/10F 
3 2/12A/9B/5D/12B 
4 3/6E/2D/10F/3G 
5 3/6E/2D/10F/4H 
6 3/6E/7E/12E/5E/8B 
7 3/6E/7E/12E/7C/11D 
8 3/6E/7E/12E/7C/10E 
9 3/6E/3F/11H/4D/3A 

10 3/6E/3F/11H/3H/5G 
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ตารางที่ ก.2  หมายเลขเซลลไฮบริโดมาที่ไดจากการการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 5 (ตอ)  
การหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 5 

รหัสโคลน รหัสของหลุมที่ใชการเลี้ยงเซลล 
11 4/2E/9D/9H/7C 
12 4/2E/9D/9H/8H 
13 4/2E/9B/7E/11E 
14 5/6G/8A/8C/7B 
15 5/6G/11F/9G/12F 
16 5/6G/11F/9G/12B 
17 5/6G/10H/12B/1D 
18 5/6G/10H/12D/4C 
19 5/12D/8H/2C/5C/2B 
20 5/12D/8H/2C/8B/8B 
21 5/12D/10C/7E/4C 
22 5/12D/10C/8B/8C 
23 5/12D/10C/9F/9B 
24 5/6F/2C/4G/9E/1E 
25 5/6F/2C/4G/9E/1G 
26 5/6F/4E/5D/11D/11F 
27 5/6F/4E/5D/11D/12F 
28 1/3C/1D/1E/6D/3C 
29 1/3C/1D/1E/6D/5H 
30 1/3C/3E/3E/2G/8E 
31 1/3C/3E/3E/2G/11F 
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ตารางที่ ก.3   คาการดูดกลืนแสงโดยวิธี indirect competitive ELISA ของโมโนโคลนอล                          
                        แอนติบอดีที่ไดจากการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 4  ตอเอนโรฟลอกซาซิน 

หมายเหตุ   โมโนโคลนอลแอนติบอดีรหัสโคลน #44 และ #45 ใชอัตราเจือจาง 1:320  เทา                    
     โมโนโคลนอลแอนติบอดีรหัสโคลน #47 และ #48 ใชอัตราเจือจาง 1:640  เทา 

ตารางที่ ก.4   คาดูดกลืนแสงโดยวิธี indirect competitive ELISA ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี            
จากการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 4  ตออีนอกซาซิน                                                                            

หมายเหตุ   โมโนโคลนอลแอนติบอดีรหัสโคลน #44 และ #45 ใชอัตราเจือจาง 1:320 เทา  
      โมโน โคลนอลแอนติบอดีรหัสโคลน #47 และ #48 ใชอัตราเจือจาง 1:640  เทา 

รหัสโคลน ปริมาณเอนโรฟลอกซา
ซิน(ng/ml) #44 #45 #47 #48 

10 0.115 0.137 0.102 0.137 
2.5 0.181 0.177 0.129 0.169 

0.625 0.443 0.416 0.235 0.275 
0.156 0.677 0.719 0.430 0.449 
0.039 0.865 0.949 0.599 0.678 
0.0098 1.176 1.316 0.795 0.752 

0.00243 1.377 1.576 0.898 0.896 
0.00061 1.589 1.539 0.903 0.915 
0.00015 1.586 1.614 0.921 0.967 

0 1.591 1.630 0.931 0.970 

รหัสโคลน  
ปริมาณอีนอกซาซิน (µg/ml) #44 #45 #47  #48  

10 1.208 1.404 0.676 0.935 
1 1.141 1.564 0.963 0.989 

0.1 0.986 1.521 0.881 0.967 
0.01 1.256 1.434 0.821 0.962 
0.001 1.183 0.995 0.881 0.683 

0 1.321 1.458 0.790 0.802 
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ตารางที่ ก.5   คาการดูดกลืนแสงโดยวิธี indirect competitive ELISA ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
                      ที่ไดจากการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 4  ตอโอฟลอกซาซิน 

หมายเหตุ   โมโนโคลนอลแอนติบอดีรหัสโคลน #44 และ #45 ใชอัตราเจือจาง 1:320 เทา   
        โมโนโคลนอลแอนติบอดีรหัสโคลน #47 และ #48 ใชอัตราเจือจาง 1:640  เทา 

 

ตารางที่ ก.6   คาดูดกลืนแสงโดยวิธี indirect competitive ELISA ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี         
จากการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 4  ตอซินอกซาซิน 

รหัสโคลน  
ปริมาณซินอกซาซิน (µg/ml) #44 #45 #47  #48  

10 1.244 1.417 0.816 0.880 
1 1.170 1.390 1.905 0.801 

0.1 1.152 1.238 0.797 0.831 
0.01 1.239 1.516 0.806 0.789 

0.001 1.245 1.500 0.805 0.802 
0 1.321 1.458 0.790 0.804 

หมายเหตุ   โมโนโคลนอลแอนติบอดีรหัสโคลน #44 และ #45 ใชอัตราเจือจาง 1:320 เทา               
โมโนโคลนอลแอนติบอดีรหัสโคลน #47 และ #48 ใชอัตราเจือจาง 1:640  เทา 

รหัสโคลน ปริมาณโอฟลอกซา
ซิน(µg/ml) #44 #45 #47 #48 

20 0.252 0.295 0.109 0.157 
10 0.332 0.406 0.249 0.219 
5 0.507 0.804 0.332 0.259 

2.5 0.755 0.976 0.486 0.378 
1.25 1.079 1.246 0.625 0.571 

0.625 1.321 1.378 0.865 0.764 
0.313 1.430 1.489 1.114 0.988 

0 1.469 1.499 1.157 1.018 
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ตารางที่ ก.7   คาดูดกลืนแสงโดยวิธี indirect competitive ELISA ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี            
จากการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 4  ตอนอรฟลอกซาซิน 

รหัสโคลน  
ปริมาณนอรฟลอกซาซิน(µg/ml) #44 #45 #47  #48  

10 1.282 1.551 0.705 1.226 
1 1.157 1.648 0.752 0.854 

0.1 1.233 1.617 0.781 0.841 
0.01 1.159 1.583 0.217 0.826 
0.001 1.374 1.380 0.681 0.747 

0 1.225 1.502 0.757 0.814 

หมายเหตุ   โมโนโคลนอลแอนติบอดีรหัสโคลน #44 และ #45 ใชอัตราเจือจาง 1:320 เทา               
โมโนโคลนอลแอนติบอดีรหัสโคลน #47 และ #48 ใชอัตราเจือจาง 1:640  เทา 

 

ตารางที่ ก.8   คาดูดกลืนแสงโดยวิธี indirect competitive ELISA ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี                
จากการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 4  ตอกรดไบเพมิดิก 

รหัสโคลน  
ปริมาณกรดไบเพมิดิก  

(µg/ml) 
#44 #45 #47  #48  

10 0.924 1.244 0.851 0.924 
1 0.894 1.351 0.899 0.847 

0.1 1.078 1.472 1.163 0.984 
0.01 0.895 1.428 1.184 0.893 
0.001 1.051 1.461 1.129 0.951 

0 1.225 1.502 0.767 0.815 

หมายเหตุ   โมโนโคลนอลแอนติบอดีรหัสโคลน #44 และ #45 ใชอัตราเจือจาง 1:320 เทา               
โมโนโคลนอลแอนติบอดีรหัสโคลน #47 และ #48 ใชอัตราเจือจาง 1:640  เทา 
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ตารางที่ ก.9   คาดูดกลืนแสงโดยวิธี indirect competitive ELISA ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี                 
จากการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 4 ตอกรดออกโซลินิก 

รหัสโคลน ปริมาณกรดออกโซลินิก 
(µg/ml) #44 #45 #47  #48  

10 1.244 1.417 0.816 0.880 
1 1.170 1.390 1.905 0.801 

0.1 1.152 1.238 0.797 0.831 
0.01 1.239 1.516 0.806 0.789 

0.001 1.245 1.500 0.805 0.802 
0 1.321 1.458 0.790 0.804 

หมายเหตุ   โมโนโคลนอลแอนติบอดีรหัสโคลน #44 และ #45 ใชอัตราเจือจาง 1:320 เทา               
โมโนโคลนอลแอนติบอดีรหัสโคลน #47 และ #48 ใชอัตราเจือจาง 1:640  เทา 

 

ตารางที่ ก.10   คาดูดกลืนแสงโดยวิธี indirect competitive ELISA ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี            
จากการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 4  ตอกรดนาลิดิซิก 

รหัสโคลน  
ปริมาณกรดนาลิดิซิก (µg/ml) #44 #45 #47  #48  

10 0.988 1.300 0.813 0.894 
1 0.997 1.235 0.921 0.829 

0.1 1.034 1.111 0.782 0.900 
0.01 0.911 1.076 0.877 0.897 

0.001 1.157 1.291 0.774 0.883 
0 1.325 1.389 0.895 0.911 

หมายเหตุ   โมโนโคลนอลแอนติบอดีรหัสโคลน #44 และ #45 ใชอัตราเจือจาง 1:320 เทา               
โมโนโคลนอลแอนติบอดีรหัสโคลน #47 และ #48 ใชอัตราเจือจาง 1:640  เทา 
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ตารางที่ ก.11   คาดูดกลืนแสงโดยวิธี indirect competitive ELISA ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี            
จากการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 4 ตอซิโพรฟลอกซาซิน 

รหัสโคลน ปริมาณซิโพรฟลอกซาซิน  
(µg/ml) #44 #45 #47  #48  

10 1.349 1.318 0.998 0.915 
1 1.294 1.1941 0.890 0.903 

0.1 1.233 1.275 0.815 0.895 
0.01 1.311 1.230 0.853 0.898 
0.001 1.056 1.136 0.871 0.894 

0 1.325 1.389 0.895 0.911 

หมายเหตุ   โมโนโคลนอลแอนติบอดีรหัสโคลน #44 และ #45 ใชอัตราเจือจาง 1:320 เทา               
โมโนโคลนอลแอนติบอดีรหัสโคลน #47 และ #48 ใชอัตราเจือจาง 1:640  เทา 

 

ตารางที่ ก.12   คาดูดกลืนแสงโดยวิธี indirect competitive ELISA ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี            
จากการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 4 ตอฟลูเมควิน 

รหัสโคลน ปริมาณฟลูเมควิน 
 (µg/ml) #44 #45 #47  #48  

10 1.005 1.207 0.909 0.903 
1 1.012 1.333 0.901 0.900 

0.1 1.025 1.323 0.891 0.925 
0.01 1.144 1.082 0.883 0.941 
0.001 1.279 1.066 0.870 0.876 

0 1.325 1.389 0.895 0.911 

หมายเหตุ   โมโนโคลนอลแอนติบอดีรหัสโคลน #44 และ #45 ใชอัตราเจือจาง 1:320 เทา               
โมโนโคลนอลแอนติบอดีรหัสโคลน #47 และ #48 ใชอัตราเจือจาง 1:640  เทา 
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ตารางที่ ก.13   คาดูดกลืนแสงโดยวิธี indirect competitive ELISA ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี            
จากการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 4  ตอเททราไซคลิน 

รหัสโคลน  
ปริมาณเททราไซคลิน(µg/ml) #44 #45 #47  #48  

10 1.324 1.243 1.024 1.073 
5 1.352 1.222 0.929 0.988 

2.5 1.443 1.228 1.045 0.899 
1.25 1.344 1.182 1.183 0.918 

0 1.429 1.224 0.979 0.933 

หมายเหตุ   โมโนโคลนอลแอนติบอดีรหัสโคลน #44 และ #45 ใชอัตราเจือจาง 1:320 เทา               
โมโนโคลนอลแอนติบอดีรหัสโคลน #47 และ #48 ใชอัตราเจือจาง 1:640  เทา 

 

ตารางที่ ก.14   คาดูดกลืนแสงโดยวิธี indirect competitive ELISA ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี            
จากการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 4  ตอสเตรฟโตมัยซิน 

รหัสโคลน  
ปริมาณเททราไซคลิน(µg/ml) #44 #45 #47  #48  

10 1.227 1.124 0.981 1.022 
5 1.291 1.229 0.945 0.929 

2.5 1.328 1.003 0.997 0.987 
1.25 1.241 1.162 0.983 0.921 

0 1.429 1.224 0.979 0.933 

หมายเหตุ   โมโนโคลนอลแอนติบอดีรหัสโคลน #44 และ #45 ใชอัตราเจือจาง 1:320 เทา               
โมโนโคลนอลแอนติบอดีรหัสโคลน #47 และ #48 ใชอัตราเจือจาง 1:640  เทา 
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ตารางที่ ก.15   คาดูดกลืนแสงโดยวิธี indirect competitive ELISA ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี            
จากการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 4  ตอซัลฟาเมทาซีน 

รหัสโคลน  
ปริมาณซัลฟาเมทาซีน (µg/ml) #44 #45 #47  #48  

10 1.326 1.232 0.899 0.972 
5 1.462 1.306 0.902 1.033 

2.5 1.230 1.208 0.915 1.018 
1.25 1.301 1.201 0.935 0.935 

0 1.429 1.224 0.979 0.933 

หมายเหตุ   โมโนโคลนอลแอนติบอดีรหัสโคลน #44 และ #45 ใชอัตราเจือจาง 1:320 เทา               
โมโนโคลนอลแอนติบอดีรหัสโคลน #47 และ #48 ใชอัตราเจือจาง 1:640  เทา 

 

 

ตารางที่ ก.16   คาดูดกลืนแสงโดยวิธี indirect competitive ELISA ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี            
จากการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 4  ตอฟูราโซลิโดน 

รหัสโคลน  
ปริมาณฟูราโซลิโดน (µg/ml) #44 #45 #47  #48  

10 1.100 0.927 0.980 0.911 
5 1.345 0.790 0.850 0.814 

2.5 1.033 0.888 0.859 0.827 
1.25 1.100 0.893 0.812 0.831 

0 1.167 0.900 0.826 0.841 

หมายเหตุ   โมโนโคลนอลแอนติบอดีรหัสโคลน #44 และ #45 ใชอัตราเจือจาง 1:320 เทา               
โมโนโคลนอลแอนติบอดีรหัสโคลน #47 และ #48 ใชอัตราเจือจาง 1:640  เทา 

 



                                                                           
                             
 

                                                                                                                                                              66 

 

ตารางที่ ก.17   คาดูดกลืนแสงโดยวิธี indirect competitive ELISA ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี            
จากการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 4  ตอเพนิซิลลิน 

รหัสโคลน  
ปริมาณเพนิซิลลิน (µg/ml) #44 #45 #47  #48  

10 1.009 1.111 0.891 0.815 
5 1.023 1.051 0.787 0.934 

2.5 1.081 0.999 0.782 0.927 
1.25 1.119 0.913 0.725 0.818 

0 1.167 0.900 0.826 0.841 

หมายเหตุ   โมโนโคลนอลแอนติบอดีรหัสโคลน #44 และ #45 ใชอัตราเจือจาง 1:320 เทา               
โมโนโคลนอลแอนติบอดีรหัสโคลน #47 และ #48 ใชอัตราเจือจาง 1:640  เทา 

 

ตารางที่ ก.18   คาดูดกลืนแสงโดยวิธี indirect competitive ELISA ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี            
จากการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 4  ตอคลอแรมเฟนิคอล 

รหัสโคลน ปริมาณคลอแรมเฟนิคอล 
(µg/ml) #44 #45 #47  #48  

10 1.336 1.119 0.855 0.811 
5 1.084 1.091 0.900 0.874 

2.5 1.229 0.875 0.912 0.815 
1.25 1.209 0.879 0.836 0.839 

0 1.167 0.900 0.826 0.841 

หมายเหตุ   โมโนโคลนอลแอนติบอดีรหัสโคลน #44 และ #45 ใชอัตราเจือจาง 1:320 เทา               
โมโนโคลนอลแอนติบอดีรหัสโคลน #47 และ #48 ใชอัตราเจือจาง 1:640  เทา 
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ตารางที่ ก.19    คาดูดกลืนแสงโดยวิธี indirect competitive ELISA ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี            
จากการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 4  ตอเอนโรฟลอกซาซิน  

 

 

ตารางที่ ก.20    คาดูดกลืนแสงโดยวิธี indirect competitive ELISA ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี            
จากการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 5  ตอเอนโรฟลอกซาซิน  

รหัสโคลน ปริมาณ               
เอนโรฟลอกซาซิ(µg/ml) #3 #4 #8 #10 #11 #13 #15 

20 1.15 1.624 1.658 1.559 1.102 1.001 1.538 
10 1.224 1.748 1.747 1.677 1.269 0.956 1.614 
1 1.102 1.687 1.734 1.588 1.175 0.991 1.526 

0.1 1.157 1.703 1.687 1.555 1.188 0.943 1.672 
0.01 1.145 1.745 1.561 1.593 1.199 0.974 1.539 

0 1.213 1.663 1.604 1.668 1.035 1.06 1.594 

 

 

รหัสโคลน ปริมาณ           
เอนโรฟลอกซา
ซิน(µg/ml) 

#38 #40 #44 #45 #47 #48 #49 #52 

20 1.14 1.193 0.043 0.129 0.081 0.076 1.623 1.452 
10 0.89 1.351 0.044 0.133 0.079 0.063 1.694 1.496 
1 0.982 1.262 0.049 0.099 0.064 0.062 1.806 1.513 

0.1 0.886 1.321 0.055 0.202 0.056 0.057 1.874 1.477 
0.01 0.771 1.181 0.168 0.277 0.189 0.113 1.765 1.454 

0 0.966 1.245 1.235 1.007 0.984 1.23 1.731 1.614 
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ตารางที่ ก.21   คาดูดกลืนแสงโดยวิธี  indirect competitive ELISA ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี            
จากการหลอมรวมเซลลคร้ังที่  5  ตอเอนโรฟลอกซาซิน  

รหัสโคลน ปริมาณ               
เอนโรฟลอกซาซิ(µg/ml) #17 #19 #22 #25 #26 #29 #30 

20 1.108 1.03 1.315 1.821 1.341 1.576 1.123 
10 1.225 1.13 1.305 1.925 1.224 1.557 1.158 
1 1.221 1.1 1.262 1.97 1.282 1.537 1.287 

0.1 1.176 1.143 1.277 1.898 1.228 1.6 1.355 
0.01 1.167 1.104 1.285 1.914 1.316 1.549 1.214 

0 1.171 1.188 1.225 1.905 1.246 1.529 1.185 
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ภาคผนวก ข.                                                                    
                                                          

การเตรียมอาหารเลี้ยงเซลลชนิดตาง ๆ 

1. HT (Hypoxanthine และ thymidine) stock 100 เทา 

hypoxanthine (MW 131.1)     136.1  mg   
 น้ําปลอดไอออน (deionized water)  50 ml   
 (ละลายที่อุณหภูมิ 45-50 องศาเซลเซียส)  

 thymidine (MW. 242.2)    37.8 mg   
 ละลายในน้ําปลอดไอออน   50 mg   
 นําสารละลายทั้งสองชนิดมารวมกันแลวกรองดวย Millipore ขนาด 0.22 µm แบงใสหลอด
หลอดละ 10 ml เก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลลเซียส 

2.   A  (aminopterin)  stock  100 เทา       
 Aminopterin  (MW. 440.4)   1.76 mg   
 น้ําปลอดไอออน     90   ml   
 กรองดวย Millipore ขนาด 0.22 µm แบงใสหลอดที่หุมดวยกระดาษอลูมิเนียม เก็บที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลลเซียส 

3.  อาหารเลี้ยงเซลล   RPMI-1640  

 RPMI    10.4  g/l     
 NaHCO3   2 g/l     
 เติม Phenol red   ปรับ pH 7.1-7.2   ดวย 3 M  HCl    
 สําหรับเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา และเซลลไมอีโลมา เติมอีก 3 ตัวคือ   
 L-glutamine   0.1 g/l     
 Sodium pyruvate  0.11 g/l     
 glucose   2.0 g/l     
 นําไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22 µm 
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4.  อาหารเลี้ยงเซลล   HAT                                
น้ํายาเลี้ยงเซลล   RPMI-1640 100 ml     
 HT stock  (100X)  1 ml     
 A stock  (100X)   1 ml       
 ผสมใหเขากัน       

5.  อาหารเลี้ยงเซลล   HT          
 น้ํายาเลี้ยงเซลล   RPMI-1640 100 ml     
 HT stock  (100X)  1 ml     
 ผสมใหเขากัน 

6.  เตรียมสารละลาย PEG เขมขน 50%      
 นําสารละลาย PEG (MW 4000)  มาผสมกับ RPMI-1640 ที่ใชเลี้ยงเซลลในอัตราสวน 1:1   

7.  เตรียมอาหารเลี้ยงเซลลสําหรับแชแข็ง      
 น้ํายาเลี้ยงเซลล   RPMI-1640 65 ml     
 fetal bovine serum  25 ml     
 dimethyl sulfoxide (DMSO) 10 ml     
 ผสมใหเขากัน  นําไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22 µm แบงใสขวด เก็บที่อุณหภูมิ -20 
องศาเซลลเซียส 
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การเตรียมสารละลายชนิดตางๆ ที่ใชในการทดสอบ indirect ELISA 

1. PBS buffer pH 7.4 (phosphate buffer saline)   .       
1.1  Phosphate buffer  0.2  M  (stock solution)    
  NaH2SO4 27.6   g  (กรด) ละลายน้ํากลั่น  1,000 ml
  Na2HPO4 71.63 g (ดาง) ละลายนํากลั่น  1,000 ml
  ไตเตรตดางดวยกรด (ใสกรดลงในดาง)  จนได pH 7.4 

  1.2  PBS buffer pH 7.4  0.01 M     
   NaCl   175.2 g ละลายดวยน้ํากลั่น 1,000 ml 

  1.3  นําสารละลาย stock solution ในขอ 1.1 มา 1,000 mlผสมกับ NaCl ในขอ 1.2   
เติมน้ํากลั่นจนครบ 20 ลิตร  (อาจเติม preservative คือ 0.01% thimorosal  ปริมาตร 20 ml) 

2. Blocking solution         
 ผสม  skim milk power     5  mg     เขากับ   PBS 100 ml  

3. Citrate phosphate buffer  pH 5.0  (0.15 M)     
 Na2HPO4  21.29 g ละลายน้ํากลั่น   1,000 ml 
 Citric acid  7 g ละลายน้ํากลั่น  1,000  ml 
 นําสารละลายขางตนมาไตเตรตใหได pH 5  นําเก็บในขวดสีน้ําตาล ที่ 4 องศาเซลเซียส 

4. H2SO4  2.5 M        (stopping reagent)     
 ใช conc. H2SO4 (18 M) 69.5 ml  ละลายน้ํากลั่น  430.5 ml  

5. สารละลายซับสเตรต O-ฟนิลีนไดเอมีน (OPD)                          
ละลาย OPD 6 mg ใน citrate phosphate buffer  pH 5.0  ปริมาณ 15 ml  แลวเติม 
30% H2O2  6 µl      
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