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บทที่  1 
 

บทนํา 

1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
 

ปจจุบันประเทศไทยมีการสงออกและบริโภคเนื้อสุกรกันมากขึ้น สงผลใหเกิดการแขงขัน
ในการผลิตเนื้อสุกรมากขึ้นดวย และเนื่องจากผูบริโภคนิยมบริโภคเนื้อสุกรที่มีลักษณะเนื้อแดงมาก
แตไขมันนอยจึงทําใหผูเล้ียงสุกรบางรายหาวิธีการทําใหสุกรมีลักษณะตามที่ผูบริโภคตองการเพื่อที่
จะสงออกและขายเนื้อสุกรไดในราคาสูง ในปจจุบันวิธีการหนึ่งที่ผูผลิตนํามาใชเพื่อที่จะเพิ่ม
ปริมาณเนื้อแดง คือ การใชสารเคมีในกลุมบีตา-อะโกนิสต (β-agonist) มาผสมลงในอาหารสําหรับ
เล้ียงสุกร ซ่ึงสารที่นิยมใชกัน ไดแก เคลนบูเทอรอล (clenbuterol) และ ซัลบูทามอล  (salbutamol) 
ในประเทศไทยเกษตรกรผูเล้ียงสุกรรูจักและเริ่มใชสารบีตา-อะโกนิสต โดยเฉพาะเคลนบูเทอรอล
มาตั้งแต พ.ศ. 2531 โดยใชชื่อการคาตาง ๆ กัน เชน เลนดอน โดโซลบี แอมโปรฟด บีดอล 2201 
และ แมคโตเอส เปนตน (สุพล, 2534) 

เคลนบูเทอรอล เปนสารที่ใชเปนยารักษาโรคหอบหืดและหลอดลมตีบในคน เนื่องจากมี
คณุสมบัติในการกระตุนการทํางานของหัวใจ กระตุนระบบประสาทสวนกลาง สามารถทําใหเสน
เลือดที่ผิวหนังเกิดการหดตัว ทําใหกลามเนื้อรอบหลอดลมคลายตัวจึงทําใหหลอดลมขยายใหญขึ้น
และทําใหรางกายมีเมแทบอลิซึม (metabolism) เปล่ียนแปลงไป เมื่อผูเล้ียงนําไปผสมในอาหาร
สําหรับเล้ียงสุกรมีฤทธิ์ทําใหเกิดการเรงเนื้อแดงได โดยไปมีผลตอ β2-receptor ที่อยูบนผิวเซลล
ของกลามเนื้อโครงรางและเซลลไขมัน ทําใหอัตราการสรางโปรตีนสูงกวาอัตราการสลายโปรตีนมี
ผลทําใหเซลลของกลามเนื้อมีขนาดใหญขึ้น และจะไปลดการสังเคราะหไขมันและเพิ่มการสลายไข
มัน (Mill และ Lui, 1990; Peterla และ Scanes, 1990) จึงนิยมเรียกสารนี้วา “สารเรงเนื้อแดง” การใช
สารดังกลาวนี้จะใชติดตอกันหลายวันในระยะขุนใกลสงตลาด ซ่ึงจะทําใหมีสารตกคางในอวัยวะ
ตางๆ ในปริมาณสูง โดยปริมาณสารที่ใชผสมในอาหารสัตวโดยทั่วไปมีคาประมาณ 2-8 สวนใน
ลานสวน จึงจะทําใหไขมันที่สันหลังบางลงและเหมาะตอการนําไปจําหนาย เมื่อผูบริโภคไดรับพิษ
จากสารตกคาง ผูบริโภคอาจมีอาการใจสั่น กลามเนื้อส่ัน ปวดกลามเนื้อ ปวดศีรษะ นอนไมหลับ 
คล่ืนไสอาเจียน และอาจทําใหเสียชีวิตทันทีเนื่องจากการเตนของหัวใจผิดปกติ จากผลกระทบที่มี
ตอสุขภาพของผูบริโภคเนื้อสัตวที่มีสารเรงเนื้อแดงตกคางดังกลาว กระทรวงเกษตรและสหกรณได
ออกประกาศหามใชสารกลุมบีตา-อะโกนิสตผสมในอาหารเลี้ยงสัตวโดยเด็ดขาดตั้งแต วันที่ 3 
ธันวาคม 2535 อีกทั้งสํานักงานคณะกรรมการอาหารและยา และกระทรวงพาณิชยก็ไดกําหนด
มาตรการคุมเขมการนําเขาสารดังกลาวเพื่อมิใหมีการนําไปใชทางที่ผิด แมวาจะมีมาตรการปองกัน
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และหามใชสารกลุมบีตา-อะโกนิสตในการเลี้ยงสัตวก็ตาม ปญหาสารตกคางในเนื้อสัตวที่จําหนาย
ทั้งในและนอกประเทศก็ยังไมหมดไป ยังมีผูลักลอบใชอยางผิดกฎหมาย ดังนั้นผูผลิตเนื้อสุกรแช
แข็งสงออกจึงตองทําการตรวจวัดหาปริมาณสารที่ตกคางอยูกอนที่จะสงออกผลิตภัณฑอยาง
สม่ําเสมอ  

การตรวจหาสารตกคางสามารถทําไดหลายวิธี ซ่ึงวิธี Enzyme-linked immunosorbent 
assay (ELISA) ก็เปนวิธีหนึ่งที่มีการใชอยางแพรหลาย  โดยใชหลักการทําอันตรกิริยาระหวาง
แอนติเจน คือ สารบีตา-อะโกนิสตในตัวอยางที่วิเคราะห กับ แอนติบอดีตอสารบีตา-อะโกนิสต วิธี 
ELISA เปนวิธีที่ทําไดงายและรวดเร็ว ใหความถูกตองสูง ไมตองใชอุปกรณราคาสูงมาก จึงเปนวิธี
ที่เหมาะสมในการตรวจวัดแบบเฝาระวังซึ่งเปนการตรวจเพื่อคัดตัวอยางเบื้องตน แตชุดตรวจ 
(ELISA test kit) ที่ใชในปจจุบันมีราคาแพง เพราะตองนําเขาจากตางประเทศ โดยมีราคาขายปลีก
ภายในประเทศประมาณ 15,000-20,000 บาทตอชุด ดังนั้นการผลิตชุดตรวจเอง จะทําใหตนทุนใน
การตรวจสารนี้ลดลง ดังนั้นในการผลิตชุดตรวจจะตองมีการเตรียมโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่
จําเพาะตอเคลนบูเทอรอลกอน 

ในงานวิจัยนี้ไดทําการผลิตโมโคลนอลแอนติบอดีตอเคลนบูเทอรอล โดยการฉีดเคลนบู  
เทอรอลที่ผสมกับ Freud’s adjuvant เขาในหนูทดลองเปนระยะๆ เพื่อกระตุนระบบภูมิคุมกันของ
หนูใหสรางแอนติบอดีสารนี้ จากนั้นนําเซลลจากมามของหนูที่ถูกฉีดกระตุนมาหลอมรวมกับเซลล
ไมอีโลมาของหนู (myeloma cells) เพื่อใหไดเซลลไฮบริโดมาที่มีคุณสมบัติเดนเหมือนเซลลทั้งสอง
ชนิด คือ สามารถผลิตและหลั่งแอนติบอดีและสามารถเจริญไดไมจํากัดในอาหารเลี้ยงที่เหมาะสม 
จากนั้นทําการคัดเลือกเซลลไฮบริโดมาที่ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอสารเคลนบู- 
เทอรอล แลวจึงนําเซลลไฮบริโดมาที่คัดเลือกไดมาเพิ่มจํานวนเซลลเพื่อใหผลิตโมโนโคลนอล
แอนติบอดี และศึกษาสมบัติเบื้องตนของโมโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตได  
 

1.2  วัตถุประสงคของการวิจัย 
 

1.  เพื่อผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอสารเคลนบูเทอรอล 

2.  ศึกษาสมบัติเบื้องตนของโมโนโคลนอลแอนติบอด ี
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1.3  ขอบเขตและวิธีดําเนินการวิจัย 
 
 1. คนควาและรวบรวมขอมูลที่เกี่ยวของกับงานวิจัย 
 
 2. กระตุนระบบภูมิคุมกันของหนูใหผลิตแอนติบอดีตอเคลนบูเทอรอล  
 

3. เตรียมเซลลไฮบริโดมาที่มีความสามารถในการผลิตแอนติบอดี 
 
4. ทําการแยกเซลลใหเปนโมโนโคลนที่สรางโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเคลนบูเทอรอล 

โดยวิธี limiting dilution 
 
 5. ศึกษาลักษณะเบื้องตนของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ได 
 
  5.1 การทดสอบไอโซไทป (isotype) ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเคลนบู 
เทอรอล โดยใชชุดทดสอบไอโซไทป (isotyping kit บริษัท Sigma Aldrich, USA) 

 
  5.2 การทดสอบความไวและปฏิกิริยาขามกับสารที่มีโครงสรางคลายเคลนบูเทอ-
รอล เชน ซัลบูทามอล บรอมบูเทอรอล เปนตน โดยทําการทดสอบดวยวิธี Competitive Indirect 
ELISA   

5.3 การทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหบริสุทธิ์  
 
 6. วิเคราะหขอมูล สรุปผลการทดลอง และเขียนวิทยานิพนธ 
  

1.4  ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 
 

ไดเซลลไฮบริโดมาที่ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเคลนบูเทอรอล 
 



บทที่  2 

ปริทรรศนวรรณกรรม 

2.1 แนวคิดและทฤษฎี 
 

2.1.1 สารบีตา-อะโกนิสต  (β-agonist)  
 
 บีตา-อะโกนิสต เปนสารสังเคราะหที่มีโครงสรางและหนาที่คลายคลึงกับแคทีโคลา
มีน(catecholamine) ที่สังเคราะหขึ้นในตอมหมวกไตสวนใน (adrenal medulla) ของสัตวเล้ียงลูก
ดวยนม แคทีโคลามีนทําหนาที่เปนทั้งฮอรโมนและเปนสารสื่อสัญญาณประสาทของระบบ
ประสาทซิมพาเตติก (sympathetic) ซ่ึงตัวอยางสารกลุมนี้ที่พบในรางกายสัตวเล้ียงลูกดวยนม ไดแก 
เอพิเนฟริน (epinephrine) นอรเอพิเนฟริน (norepinephrine) และ โดพามีน (dopamine) ในสัตวเล้ียง
ลูกดวยนม สารกลุมนี้จะทําหนาที่ควบคุมสรีระของเนื้อเยื่อหลายอยาง เชน เพิ่มการบีบตัวของหัวใจ 
ขยายหลอดลม (รูปที่ 2.1) กระตุนการทํางานของตอมน้ําลาย การหลั่งอินซูลินจากตับออน การหด-
ขยายตัวของหลอดเลือด การหดตัวของมดลูก เปนตน (National Research Council, 1994) นอกจาก
นี้มีรายงานวา เอพิเนฟรินเปนแคทีโคลามีนตัวสําคัญที่สุดที่หล่ังจากตอมหมวกไตสวนใน ของสัตว
เล้ียงลูกดวยนม ฮอรโมนตัวนี้สังเคราะหและเก็บอยูที่ตอมหมวกไตกอนจะถูกหล่ังออกมาในกระแส
เลือด เพื่อไปออกฤทธิ์ที่เนื้อเยื่อทั่วรางกายเหมือนฮอรโมนทั่วไป ตัวอยางของสารบีตา-อะโกนิสต 
ไดแก เคลนบูเทอรอล (clenbuterol) ซัลบูทามอล (salbutamol) ซัยมาเทอรอล (cimaterol) แรคโทพา
มีน (ractopamine) มาบูเทอรอล (mabuterol) ซิมบูเทอรอล (cimbuterol) เทอบูทาลีน (terbutaline) 
มาเพนเทอรอล (mapenterol) บรอมบูเทอรอล (brombuterol) และ บรอมคลอรบู- 
เทอรอล (bromchlorbuterol) เปนตน  
 
 

   
 

รูปที่ 2.1  ลักษณะการบีบรัดและขยายตัวของหลอดลม 
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ตัวรับสัญญาณแคทีโคลามีน 
 ตัวรับสัญญาณบนเนื้อเยื่อของเซลลเรียกวา ตัวรับอะดรีเนอจิก (adrenergic receptor) โดย
แบงเปน 2 ประเภทคือ แอลฟา (α) และบีตา (β) โดยตัวรับแตละชนิด จะมีสัดสวนแตกตางกันตาม
ชนิดของอวัยวะ ซ่ึงสามารถแบงตัวรับแอลฟาเปนแอลฟา-1 และแอลฟา-2 และแบงตัวรับบีตาเปน
บีตา-1 และบีตา-2 โดยในมนุษยมีการคนพบบีตา-3 ดวย ในสัตวแตละชนิดจะตอบสนองตอบีตา-อะ
โกนิสตแตกตางกัน ขึ้นกับชนิดของสัตวซ่ึงเปนผลมาจาก β-receptor ที่มีอยู เชน หัวใจจะหดตัวเมื่อ
ถูกกระตุนจาก β1 adrenergic receptors โดยหัวใจของสัตวเล้ียงลูกดวยนมประกอบไปดวย β1 และ 
β2-receptors (นทีทิพย, 2538) และมีรายงานวา เนื้อเยื่อไขมัน (adipose tissue) ของสัตวเล้ียงลูกดวย
นมจะมีตัวรับบีตา-อะโกนิสตเพื่อกระตุนขบวนการสลายไขมันและยับยั้งขบวนการสรางไขมันดวย 
(National Research Council, 1994) 
 

กลไกการทํางานของสารกลุมแคทีโคลามีน 
 แคทีโคลามีนกระตุนการสลายสารอาหารที่เก็บสะสมไวในสวนตาง ๆ ของรางกายเพื่อนํา
สารอาหารเหลานี้มาใชสรางพลังงานและความรอนในเนื้อเยื่อนั้น ๆ หรือ เพื่อสงไปยังอวัยวะที่
ตองการ เชนในตับ แคทีโคลามีนกระตุนกระบวนการสลายไกลโคเจน และการสังเคราะหกลูโคส
จากสารตนอื่น และยับยั้งการผลิตไกลโคเจนจากกลูโคสโดยออกฤทธิ์ผานทาง β-recepter และ 
cyclic 3',5' adenosine monophosphate (cAMP ) 
 ในเนื้อเยื่อไขมัน แคทีโคลามีนกระตุนการสลายไขมัน โดยกระตุนใหเอนไซมไลเปส 
(lipase) เปล่ียนไทรกลีเซอไรดใหเปนกรดไขมันและกลีเซอรอล โดยออกฤทธิ์ผานทาง β-receptor 
 ในกลามเนื้อ แคทีโคลามีนกระตุนการสลายไขมันผานทาง β-receptor และ cAMP ไกลโค
เจนสลายตัวใหกลูโคสเชนเดียวดับในตับ แตแตกตางกันที่เซลลกลามเนื้อไมมีเอนไซม glucose-6-
phosphatase กลูโคสจึงถูกใชและเปลี่ยนเปนแลกเตต (lactate) ซ่ึงแลกเตตจะถูกนําออกไปสรางเปน
กลูโคสในตับโดยผานกระแสเลือด (นทีทิพย, 2538) 
 

ผลของบีตา-อะโกนิสตตอเนื้อเยื่อในไขมัน 
 ผลการศึกษาพบวา แคทีโคลามีนในกลุมบีตา-อะโกนิสต สามารถกระตุนการปลอยกรดไข
มันอิสระ (free fatty acid) จากเนื้อเยื่อไขมัน ในสภาพปกติไขมันจะถูกสะสมอยูในเซลลไขมัน ใน
เนื้อเยื่อไขมันในรูปไทรกลีเซอไรดเปนสวนใหญ โดยในแตละโมเลกุลของไทรกลีเซอไรดประกอบ
ไปดวยกรดไขมัน 3 โมเลกุลและกลีเซอรอล 1 โมเลกุล ขบวนการสลายไขมันจะเปนการสลาย
โมเลกุลของไทรกลีเซอไรดใหเปนกรดไขมันอิสระ ซ่ึงผลในการลดไขมันที่สะสมภายในเซลลไข
มันจะเปนการลดขนาดของเซลลและแสดงถึงการสะสมไขมันทั้งหมด สวนการสังเคราะหไขมัน 
(lipogenesis) จะเปนการรวมตัวของโมเลกุลของไทรกลีเซอไรดจากกรดไขมันและ 
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กลีเซอรอล บีตา-อะโกนิสตจะออกฤทธิ์ที่บริเวณตัวรับบีตา-อะดรีเนอรจิก โดยจะไปกระตุนการ
ผลิต cAMP ทําใหเกิดการสลายไขมันสงผลใหลดการสะสมไขมันและเพิ่มการสะสมโปรตีน จาก
การที่ cAMP ไปเรงการสลายไกลโคเจนทําใหกลูโคสในกระแสเลือดมีปริมาณเพิ่มขึ้น ซ่ึงรางกาย
จะใชพลังงานจากการสลายไกลโคเจนและไขมันมาใชในการสังเคราะหโปรตีน (Hanrahan และ
คณะ, 1986) 
 
 มนตรี และคณะ (2530) อธิบายกลไกการควบคุมเมแทบอลิซึมของไกลโคเจนและการควบ
คุมเอนไซมไลเปส โดยฮอรโมนในกลุมแคทีโคลามีน โดยยกตัวอยางการทํางานฮอรโมนเอพิเนฟ
รินสามารถทําใหไกลโคเจนสลายตัวใหกลูโคสในขณะที่รางกายตองการพลังงาน ฮอรโมนเหลานี้
จะไมเขาเซลล แตจะออกฤทธิ์โดยการจับกับตัวรับซึ่งอยูดานนอกของเยื่อเซลลสงสัญญาณไปให G-
protien เพื่อถายทอดสัญญาณไปกระตุนการทํางานของ adenylate cyclase ซ่ึงอยูดานในของเยื่อ
เซลล  เอนไซมนี้จะสราง cAMP จาก ATP โดย cAMP จะไปกระตุนใหเอนไซม protein kinase 
ทํางานโดยการเติมฟอสเฟตจาก ATP active protein kinase จะเติมฟอสเฟตใหแก inactive 
phosphorylase b kinase ทําใหอยูในรูปที่ทํางานได (active form) และ active phosphorylase b 
kinase จะเติมฟอสเฟตให phosphorylase b ซ่ึงไมทํางานเปลี่ยนรูปใหเปน phosphorylase a ซ่ึง
ทํางานได จึงสามารถสลายไกลโคเจนใหเปน Glucose-1-phosphate ในขณะเดียวกัน active protein 
kinase จะเติมฟอสเฟตให active glycogen synthetase ทําใหทํางานไมได การสรางไกลโคเจนก็จะ
หยุดไป กลไกการทํางานของแคทีโคลามีนที่ควบคุมการสรางและการสลายไกลโคเจน แสดงดังรูป
ที่ 2.2 
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       Catecholamines 
  

β-Adrenoceptor 
Adenylate cyclase 

   
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.2  ผลของแคทีโคลามีนตอการสรางและสลายไขมัน (Harahan และคณะ, 1986) 
 
 
 ปจจัยที่มีผลตอการเพิ่มการตอบสนองของบีตา-อะโกนิสตในสุกร 
 ปจจัยที่เพิ่มการตอบสนองของบีตา-อะโกนิสต ไดแก ปริมาณสาร พันธุ เพศ อายุ ปริมาณ
โภชนะในสูตรอาหาร ระยะเวลาที่สุกรไดรับสาร ปจจัยเหลานี้เปนตัวกําหนดฤทธิ์ของบีตา-อะโก
นิสต (Dunshea, 1991) 
 1. ปริมาณสารบีตา-อะโกนิสต มีรายงานวา ระดับของซัลบูทามอลที่เหมาะสม คือ  
8 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร 
 2.  พันธุ พันธุไมมีความสัมพันธกับปริมาณของแรคโทพามีน 
 3.  เพศ จากการศึกษาพบวา เพศไมมีความสัมพันธกับบีตา-อะโกนิสต 
 4.  อายุของสัตว จากการใชสารซัยมาเทอรอลผสมในอาหารสุกร พบวา คุณภาพซากสุกร
ขุนจะดีขึ้น แตการใชสารนี้ไมมีผลตอการพัฒนาคุณภาพซากสุกรเล็กและสุกรรุน การศึกษาสวน
มากจะศึกษาในชวงขุนน้ําหนักประมาณ 50-110 กิโลกรัม ซ่ึงชวงนี้เปนชวงที่มีการสะสมไขมันสูง 
แตก็ยังไมสามารถสรุปถึงความสัมพันธของอายุกับการออกฤทธิ์ของสารบีตา-อะโกนิสต ตอสมรรถ
ภาพการผลิตและคุณภาพซากได 

Cell membrane 

ATP            cyclic AMP 

 Protein kinase 

Inactive lipase         Active lipase   Phosphorylase b           Phosphorylase a 
Fat                 Free fatty acid                 Glycogen            Glucose-1-phosphate 

Glucose         lactate 
(liver)        (muscle) 
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 5. ปริมาณโภชนะในอาหารและระยะเวลาที่ใหสารบีตา-อะโกนิสต โดยมีรายงานวา ระดับ
โภชนะในอาหารโดยเฉพาะโปรตีน และระดับกรดอะมิโน มีผลตอการเพิ่มการตอบสนองของการ
ใชสารบีตา-อะโกนิสต โดยพบวาหลังจากใหแรคโทพามีนแกสุกรที่ไดรับสูตรอาหารที่มีระดับ
โปรตีน 13 เปอรเซ็นต มีผลทําใหอัตราการเจริญเติบโตลดลง 9-10 เปอรเซ็นต แตถาเพิ่มโปรตีนใน
สูตรอาหารเปน 17 เปอรเซ็นต จะสงผลใหอัตราการเจริญเติบโตสูงขึ้น 10-12 เปอรเซ็นต สวนระยะ
เวลาการใหสารบีตา-อะโกนิสต พบวาการตอบสนองในชวง 3 สัปดาหแรกที่ไดรับสาร จะทําให
สุกรมีน้ําหนักตัวเพิ่มเฉลี่ยตอวันสูงกวาสุกรกลุมที่ไดรับสารบีตา-อะโกนิสตเปนเวลานาน    
(6 สัปดาห) นอกจากนี้ยังพบวา ขนาดของสารที่ใชและขนาดของสัตวจะมีผลตอคุณภาพซากหลัง
จากที่ใชสารดังกลาวนี้ดวย (Buttery และคณะ, 1986) 
 

2.1.2 สารเคลนบูเทอรอล (Clenbuterol) 
 

สารเคลนบูเทอรอล เปนสารเคมีที่อยูในกลุมบีตา-อะโกนิสต  ช่ือทางเคมีคือ 4-amino-α-
[(tert-butylamino)methyl]-3,5-dichlorbenzyl alcohol hydrochloride สูตรทางเคมี คือ 
C12H18Cl2N2O.HCl มีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 313.7 ลักษณะเปนผงสีขาว ไมมีกล่ิน สารนี้ใชเปนยา
รักษาโรคหอบหืดและหลอดลมตีบในคน นอกจากนี้ยังใชรักษาคนที่มีภาวะคลอดกอนกําหนด โดย
ชวยใหกลามเนื้อมดลูกคลายตัว สารนี้มีผลทําใหเกิดการเรงเนื้อแดงไดโดยไปมีผลตอ β2-receptor 
ที่อยูบนผิวเซลลของกลามเนื้อโครงรางและเซลลไขมัน สารตัวนี้จะไปลดการสังเคราะหไขมันและ
เพิ่มการสลายไขมัน และยังทําใหอัตราการสรางโปรตีนสูงกวาอัตราการสลายโปรตีน มีผลทําให
เซลลกลามเนื้อมีขนาดใหญขึ้น (Mill และ Lui, 1990; Peterla และ Scanes, 1990) โครงสรางทางเคมี
ของสารเคลนบูเทอรอลและสารในกลุมบีตา-อะโกนิสตแสดงดังรูปที่ 2.3 

 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 



 9

 
 

Br NH
OH

CH3

CH3

CH3
NH2

Cl

Cl

NH2

NH
OH

CH3

CH3

CH3

Clenbuterol

NH
OH

OH

OH

CH3

CH3

CH3

NH

NH2

OH
CH3

CH3

CH3

NCNHCl

Cl

NH2

OH
CH3

CH3

Br

Cl

NH2

NH
OH

CH3

CH3

CH3

Clenproperol

Bromchlorbuterol

Salbutamol

Cimbuterol

Brombuterol

NH

OH

OH
OH

CH3

Ractopamine  
 
 

รูปที่ 2.3  โครงสรางทางเคมีของสารเคลนบูเทอรอลและสารในกลุมบีตา-อะโกนิสต    
                ชนิดตางๆ 
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 ผลของสารบีตา-อะโกนิสตชนิดตาง ๆ ตอสัตวทดลอง 
จากการศึกษาผลของสารเคลนบูเทอรอล โดยไดทําการทดลองโดยใหสารเคลนบูเทอรอล

แกหนูหลาย ๆ คร้ังในปริมาณเทากัน พบวา กลามเนื้อหัวใจของหนูมีขนาดใหญขึ้น แตน้ําหนักตัว
ไมมีการเปลี่ยนแปลง จากการทดลองสามารถชี้ใหเห็นวา เคลนบูเทอรอล สามารถชักนําใหเกิด
อาการหัวใจโตในหนูได ดังนั้น การที่มีการใชสารบีตา-อะโกนิสตผสมในอาหารสําหรับสัตวเล้ียง 
ถามีการตกคางของสารในเนื้อสัตวจะเกิดผลกระทบตอมนุษยได (Cubria และคณะ, 1998) และมี
การศึกษาผลของซัลบทูามอลที่มีตอสัตวทดลอง พบวา ในหนูแรท (rat) ที่ไดรับซัลบูทามอลจะเกิด
ความผิดปกติขึ้นหลายอยาง เชน ความผิดปกติในการเจริญของตอมน้ําลาย ตอมฮาเดอเรี่ยน 
(haderian gland) และยังพบวามีการเพิ่มขึ้นของคอลลอยดที่บริเวณตอมใตสมอง (pituitary gland) 
และเกิดเนื้องอกที่กลามเนื้อเรียบของถุงหุมรังไข (mesovarium) นอกจากนี้หัวใจยังเกิดการอักเสบ 
พรอมกับมีน้ําหนักเพิ่มขึ้น อีกทั้งมีการขยายของเสนใยกลามเนื้อ (hypertrophy of muscle fiber) 
สวนในหนูไมซ (mice) ผลของซัลบูทามอลทําใหเกิดการผิดรูปรางของเพดานปาก (Litbretto, 1994) 
 
 ผลการใชบีตา-อะโกนิสตชนิดตาง ๆ ตอสมรรถภาพการผลิตของสุกร 

การทดสอบเกี่ยวกับสารเคลนบูเทอรอล โดยใหเคลนบูเทอรอลสัตวเล้ียง (cattle) ที่เล้ียง
สําหรับบริโภคในปริมาณ 1-5 มิลลิกรัม ตอ น้ําหนักตัว 1 กิโลกรัม พบวา ขนาดของหัวใจ กลามเนื้อ
ลาย กระดูก ปอดและไต จะใหญขึ้น สวนเนื้อเยื่อไขมันจะลดลง และจากการใชสารเคลนบูเทอรอล
เสริมในอาหารสุกรที่ระดับ 1 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหารพบวา อัตราการเจริญเติบโตเฉลี่ยตอวัน
ลดลงทําใหประสิทธิภาพการใชอาหารลดลง แตสามารถลดความหนาไขมันสนัหลังและลด
เปอรเซ็นตไขมันในซากลงไดและยังเพิ่มพื้นที่หนาตัดเนื้อสันดวย การใชแรคโทพามีนขนาด 2.5-3 
มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร การใชซัลบูทามอลขนาด 4 – 8 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร จะใหผล
ใกลเคียงกับผลการใชซัยมาเทอรอล คือ ความหนาไขมันสันหลังลดลงและทําใหเปอรเซ็นตเนื้อแดง
ในซากเพิ่มขึ้น (Choo และคณะ, 1992) 
 
 Hanrahan และคณะ (1986) และ Moser และคณะ (1986) ไดรายงานผลของซัยมาเทอรอล 
ตอสมรรถภาพการผลิต และคุณภาพซากของสุกรที่ระดับการใช 0.5 มิลลิกรัม ตอกิโลกรัม ผลพบวา 
การปรับปรุงคุณภาพซากจะเปนไปในทางเดียวกัน คืออัตราการเจริญเติบโตจะเพิ่มขึ้น 2 เปอรเซ็นต 
เปอรเซ็นตซากเพิ่มขึ้น 2-4 เปอรเซ็นต สวนความหนาไขมันสันหลังและคาเฉลี่ยความหนาไขมันใน
ซากลดลง 10-11 เปอรเซ็นต และ 5 เปอรเซ็นต ตามลําดับ สวนการใช เคลนบูเทอรอลในอาหาร ที่
ระดับ 1 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร ในแงของการปรับปรุงคุณภาพซากนั้นสอดคลองกันคือพื้นที่
หนาตัดเนื้อสันจะเพิ่มขึ้น 21 เปอรเซน็ต ความหนาไขมันสันหลังลดลง 7-15 เปอรเซ็นต และไขมัน
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ในซากลดลง 8 เปอรเซ็นต สวนในแงอัตราการเจริญเติบโตและประสิทธิภาพการใชอาหารลดลง 6 
เปอรเซ็นต แตความแปรปรวนมีอยูสูง (Harahan และคณะ, 1986)  
 
 Aldeola และคณะ (1992) และ Watkins และคณะ (1990) รายงานวาการใชแรคโทพามีน(
Ractopamine) ที่ระดับ 20 มิลลิกรัม ตอกิโลกรัมอาหาร นั้นใหผลสอดคลองกันคือเปอรเซ็นตเนื้อ
แดงในซากเพิ่มขึ้น 6-10 เปอรเซ็นต พื้นที่หนาตัดเนื้อสันเพิ่มขึ้น 6-16 เปอรเซ็นต ความหนาไขมัน
สันหลังลดลง 10-13 เปอรเซ็นต และความหนาไขมันในซากลดลง 12-17 เปอรเซ็นต สวนประสิทธิ
ภาพการใชอาหารดีขึ้น 8-16 เปอรเซ็นต และมีรายงานวา การใชซัลบูตามอลในระดับ 3 มิลลิกรัมตอ
กิโลกรัมอาหาร สงผลใหเนื้อสุกรมีคุณภาพดีขึ้น คือลดการเกิด PSE (pale solf exudative, PSE, ซีด 
นิ่ม และ มีน้ําเยิ้ม) ในเนื้อ และซัลบูทามอลจะไมทําใหเนื้อมีสีเขมกวาปกติ มีรายงานวาการใชซัลบู
ทามอลในระดับ 8 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมอาหาร ที่สามารถปรับปรุงอัตราการเจริญเติบโตตอวัน น้ํา
หนักซากที่เพิ่มขึ้น ประสิทธิภาพใชอาหาร และความหนาไขมันในซากดีที่สุด (Warriss และคณะ, 
1987) และมีการทดลองใหสุกรกินซัลบูทามอล ขนาด 250 ไมโครกรัมตอกิโลกรัมของน้ําหนักตัว
สัตว เปนเวลา 14 วัน จากนั้นนําเนื้อเยื่อสวนตางๆ มาวิเคราะห พบวา มีการสะสมของซัลบูทามอล
ในเนื้อเยื่อตับและไตมากที่สุด และเมื่อนําปสสาวะของสุกรที่ไดรับซัลบูทามอลมาตรวจวิเคราะห 
พบวามีความเขมขนสูงกวาที่ตรวจพบในเลือด 52-158 เทา (Chalermchaikit และคณะ, 1994)  
  
 ผลขางเคียงจากการบริโภคอาหารที่มีการตกคางของสารบีตา-อะโกนิสต 
 กลุมเผยแพรและประชาสัมพันธ สํานักงานพัฒนาการปศุสัตวและถายทอดเทคโนโลยี กรม
ปศุสัตว (2547) ไดรายงานกรณีตัวอยางการเกิดพิษของบีตา-อะโกนิสตในประเทศตางๆ เชน  

ประเทศฝรั่งเศส : ในป พ.ศ.2533 เกิดพิษของสารกลุมบีตาอะโกนิสต ในประชาชนจํานวน 
22 คน (8 ครอบครัว) ไดรับประทานตับวัว หลังจากนั้นประมาณ 1-3 ชั่วโมง มีอาการปวดศีรษะ 
กลามเนื้อส่ันพริ้ว มือส่ัน จากการสอบสวนหาสาเหตุ พบวา มีเคลนบูเทอรอล ในปริมาณ  
0.375 – 0.5 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ในตัวอยางตับที่นํามาวิเคราะห                                                                                   

ประเทศสเปน : ในป พ.ศ. 2532 ประชาชนจํานวน 135 คน (43 ครอบครัว) รับประทานตับ
วัวที่มีสารกลุมบีตาอะโกนิสต ตกคางอยู แลวมีอาการใจสั่น หัวใจเตนรัว ปวดศีรษะ คล่ืนไส และ
กลามเนื้อส่ันกระตุก จากการตรวจวิเคราะหปสสาวะผูปวย 2 ราย พบเคลนบูเทอรอล ในปริมาณ 4 
และ 2 นาโนกรัมตอมิลลิลิตรของปสสาวะของผูปวย และจากการตรวจวิเคราะหตัวอยางตับวัว พบ
สารดังกลาวในปริมาณ 0.16-0.3 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมของตับวัว                                                                                    

ประเทศอิตาลี : ในป พ.ศ. 2539 ประชาชนจํานวน 62 คน รับประทานเนื้อวัวแลวมีอาการ
หัวใจเตนเร็ว ใจสั่น กลามเนื้อส่ัน และมีอาการทางประสาทและคลื่นไส จากการตรวจวิเคราะหเนื้อ
วัว พบวา มีเคลนบูเทอรอลตกคางอยู 0.8-7.4 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมของเนื้อวัว 
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 แอนติบอดี คือ ไกลโคโปรตีน (glycoprotein) ที่ประกอบดวยพอลิเพปไทด 82 – 96 
เปอรเซ็นต และคารโบไฮเดรต 4 – 18 เปอรเซ็นต  เกิดจากการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันตอ 
antigenic determinant หรือ  เอพิโทปที่แปลกปลอม และจะทําปฏิกิริยาจําเพาะตอเอพิโทปนั้นเทา
นั้น  ซ่ึงผลจากปฏิกิริยานี้จะกําจัดสารพิษ จุลินทรีย ปรสิต และสารแปลกปลอมอื่น ๆ ออกจากราง
กายได แอนติบอดีสวนใหญอยูในซีรัมสวนแกมมาโกลบูลิน (gamma globulin)  ถานําซีรัมของคน
ปกติมาแยกดวยกระแสไฟฟา (electrophoresis) จะแบงโปรตีนออกไดเปน 5 สวนใหญ ๆ  คือ อัลบู
มิน และ โกลบูลินอีก 4 สวน คือ แอลฟา 1 (α1) แอลฟา 2 (α2) บีตา (β) และ แกมมา (γ) เนื่องจาก
แอนติบอดีเปนโกลบูลินที่ทําหนาที่เกี่ยวกับภูมิคุมกันของรางกาย จึงเรียกวา อิมมูโนโกลบูลิน 
(immunoglobulin) หรือ Ig  ซ่ึงมี 5 ไอโซไทป คือ  IgG  IgA  IgM  IgD และ IgE   แอนติบอดีหรือ
อิมมูโนโกลบูลิน เปนผลผลิตของเซลลพลาสมาและลิมโฟไซต ไมเพียงพบแตในซีรัมเทานั้น ยังพบ
ในสวนน้ําอื่น ๆ ของรางกาย และในเนื้อเยื่อ เชน ปสสาวะ  น้ําไขสันหลัง  น้ํานม  น้ําลาย  น้ําตา  
ตอมน้ําเหลือง  มาม  และนอกจากนี้ยังพบบนผิวของ บี ลิมโฟไซตดวย  

 โครงสรางพื้นฐานของอิมโมโนโกลบูลิน 1 โมเลกุล (monomer)  แสดงในรูปที่ 2.4 
ประกอบดวยสายพอลิเพปไทด 4 สาย คือ  heavy (H) chain 2 สายที่เหมือนกัน  และ light (L) chain 
2  สายที่เหมือนกัน เชื่อมตอกันดวยพันธะไดซัลไฟด (disulfide bond) แรงยึดนี้สามารถแยกออก
จากกันไดดวยสารเมอรแคปโทเอทานอล (mercaptoethanol)  ปลายขางหนึ่งของสายพอลิเพปไทด 
เรียก NH2 หรือ amino terminal สวนปลายอีกขางหนึ่งเรียกวา  COOH หรือ carboxy terminal  โดย
ทุกสายจะหันปลายขาง NH2 หรือ COOH ไปทางเดียวกัน โดยอาศัยความแตกตาง H chain สามารถ
แบงอิมมูโนโกลบูลิน ไดเปน 5 ไอโซไทป  คือ  IgG  IgA  IgM  IgD และ IgE    ซ่ึงมี H chain ชนิด 
γ  α  µ  δ และ ε  ตามลําดับ H chain ของอิมมูโนโกลบูลินแตละไอโซไทปมีความแตกตางกันในน้ํา
หนักโมเลกุล  สวนประกอบของคารโบไฮเดรต  antigenic determinant  คุณสมบัติทางชีวภาพ และ
การเคลื่อนที่เมื่อทําอิเล็กโทรฟอเรซิส เชนเดียวกันสามารถแบง L chain ออกไดเปน 2 type  คือ 
kappa (k)  และ  lamda (λ) (สุทธิพันธ และคณะ, 2537) 
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รูปที่ 2.4  โครงสรางพื้นฐานของอิมมูโนโกลบูลิน 
 
 
 

2.1.4 โมโนโคลนอลแอนติบอดี (monoclonal antibody) 
 
โมโนโคลนอลแอนติบอดี (monoclonal antibody) คือ แอนติบอดีที่สรางจากกลุมเซลล

พลาสมาซึ่งกําเนิดมาจาก บี ลิมโฟไซต (B lymphocyte) เซลลเดียว ทําใหทุกโมเลกุลของแอนติบอดี
เหลานี้มีคุณสมบัติเหมือนกันทุกประการ ทั้งในดานความจําเพาะตอเอพิโทปของแอนติเจน และใน
ดานชนิดของ heavy chain และ light chain ของอิมมูโนโกลบูลิน ซ่ึงเปนตัวกําหนดคุณสมบัติทาง
ชีวภาพของแอนติบอดีชนิดนั้น  
 ในภาวะปกติรางกายจะสรางแอนติบอดีหลาย ๆ ชนิดรวมกัน ซึ่งรวมกันเรียกวา พอลิโคล
นอลแอนติบอดี (polyclonal antibody) แตจะสรางโมโนโคลนอลแอนติบอดีเพียงชนิดเดียวเมื่อมี
พยาธิสภาพเปนโรคมะเร็งของบี ลิมโฟไซต หรือเซลลพลาสมา เชน โรค multiple myeloma โดยที่
เซลลพลาสมาปกติหนึ่งเซลลเกิดการเปลี่ยนแปลงไปเปนเซลลมะเร็ง เกิดการเพิ่มจํานวนของเซลล
เหลานี้อยางไมหยุดยั้ง และสรางแอนติบอดีชนิดเดียวกันจํานวนมากออกมาทําใหสามารถตรวจพบ
ไดในซีรัม (สุทธิพันธ และคณะ, 2537) 
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ความแตกตางระหวางโมโนโคลนอลแอนติบอดีและโพลีโคลนอลแอนติบอดี 
 
 เมื่อมองในระดับโมเลกุลแลว พอลิโคลนอลแอนติบอดี คือโมโนโคลนอลแอนติบอดี
หลายๆ ชนิดรวมกัน ซ่ึงเกิดขึ้นตามธรรมชาติในรางกายของมนุษยหรือสัตวเมื่อไดรับการกระตุน
โดยแอนติเจน แอนติบอดีทั้งสองชนิดนี้มีความแตกตางกัน 4 ประการหลัก (สุทธิพันธ และคณะ, 
2537) คือ 
 

1. แหลงกําเนิดและวิธีการผลิต 
 โมโนโคลนอลแอนติบอดี ไมวาจะผลิตจากวิธี somatic hybridization หรือโดยวิธีทางพันธุ
วิศวกรรมก็ตาม ตองอาศัยเทคโนโลยีจําเพาะ และตองใชขบวนการทางหองปฏิบัติการที่ซับซอน ซ่ึง
ขั้นตอนเหลานี้มีคาใชจายสูงเมื่อเทียบกับการผลิตพอลิโคลนอลแอนติบอดี ซ่ึงผลิตโดยการกระตุน
ระบบภูมิคุมกันของคนหรือสัตวทดลองดวยแอนติเจน ใหสรางแอนติบอดีที่ตองการออกมาใน
กระแสเลือด หลังจากนั้นจึงแยกแอนติบอดีออกจากซีรัม การผลิตพอลิโคลนอลแอนติบอดี จึงมีคา
ใชจายนอยกวาและทําไดงายกวา อยางไรก็ตามพอลิโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตในสัตวตางชนิดหรือ
แมแตในสัตวชนิดเดียวกันแตคนละตัวกันก็อาจไดแอนติบอดีที่แตกตางกันทั้งในดานปริมาณและ
คุณภาพ นอกจากนี้พอลิโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดแตละครั้งจะมีปริมาณจํากัดและอาจตองใชคน
หรือสัตวจํานวนมาก ดังนั้นในการผลิตจึงตองมีวิธีการควบคุมคุณภาพของพอลิโคลนอลแอนติบอดี
ที่ผลิตขึ้นทุก ๆ คร้ัง สวนโมโนโคลนอลแอนติบอดีนั้น สามารถผลิตไดอยางไมจํากัดในดาน
ปริมาณและคุณภาพ เนื่องจากทั้งยีนและเซลลที่ผลิตแอนติบอดีนั้นจะถูกเก็บรักษาไวไดตลอดไป 
 

2. ความจําเพาะตอแอนติเจน (antigen specificity) 
 โมโนโคลนอลแอนติบอดีมีความจําเพาะตอเอพิโทปชนิดใดชนิดหนึ่งเทานั้น ซ่ึงอาจเปน 
เอพิโทปที่จําเพาะหรือเอพิโทปที่ทําใหเกิดปฏิกิริยาขาม (cross-reactive epitope) ก็ได สวนพอลิโคล
นอลแอนติบอดี ประกอบดวยแอนติบอดีหลาย ๆ ชนิด ที่แตละโมเลกุลมีความจําเพาะตอเอพิโทป
ของตน ซ่ึงทําใหพอลิโคลนอลแอนติบอดีมีความจําเพาะตอหลายเอพิโทปตาง ๆ กันบนโมเลกุล
ของแอนติเจน 
 

3. สัมพรรคภาพ (affinity) และ อะวิดิตี (avidity) ของแอนติบอดี 
 สัมพรรคภาพ คือ คาการจับกันระหวางแอนติเจนกับแอนติบอดีเพียง 1 ตําแหนง (binding 
site) และ อะวิดิตี คือ ผลรวมแตละตําแหนงของการจับกับระหวางแอนติเจนกับแอนติบอดี ซ่ึง สัม
พรรคภาพและอะวิดิตี เปนคุณสมบัติภายในของแอนติบอดีแตละโมเลกุล กําหนดโดยลักษณะโครง
สรางของสวนที่ใชจับกับแอนติเจนของโมเลกุลอิมมูโนโกลบูลิน ซ่ึงก็คือสวนของบริเวณแปรผัน 
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(variable region) นั่นเอง สัมพรรคภาพเปนคุณลักษณะจําเพาะของแอนติบอดีแตละชนิดและเปนผล
ของขบวนการที่เกิดในธรรมชาติ โดยในระหวางพัฒนาการของบี ลิมโฟไซต จะมีการจัดเรียงตัว
ใหม (rearrange) ของยีนอิมมูโนโกลบูลินในแบบตาง ๆ ทําใหเกิดแอนติบอดีที่มีสัมพรรคภาพมาก
นอยตางกันได 
 ดังนั้นหากตองการสรางโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหมีสัมพรรคภาพดีมากนอยเพียงใดก็
ขึ้นอยูกับวิธีการในการคัดเลือกเซลลตนกําเนิดของโมโนโคนอลแอนติบอดีนั้น นอกจากนี้ดวยวิธี
ทางพันธุวิศวกรรม ทําใหสามารถเปลี่ยนแปลงสัมพรรคภาพของแอนติบอดีนั้น ๆ ได โดยการ
เปล่ียนแปลงที่ระดับยีนของอิมมูโนโกลบูลิน ทําใหไดแอนติบอดีที่มีสัมพรรคภาพดีขึ้นกวาโมโน
โคลนอลแอนติบอดีที่ไดจากบี ลิมโฟไซต ที่สรางแอนติบอดีขึ้นเองตามธรรมชาติ สวนพอลิโคล
นอลแอนติบอดีนั้นมีอะวิดิตีที่เปนผลรวมของสัมพรรคภาพของแอนติบอดีแตละโมเลกุลที่ประกอบ
กันขึ้นมาเปนพอลิโคลนอลแอนติบอดี ซ่ึงก็มักอยูในระดับปานกลางถึงดี 
 

4. Effector function 
 คือคุณสมบัติที่จะถูกกําหนดดวยสวนบริเวณคงที่ (constant region) ของ H chain เปนคุณ
สมบัติทางชีวภาพของแอนติบอดีแตละชนิด ไดแก ความสามารถในการกระตุนคอมพลีเมนต การ
จับกับที่รับสําหรับสวน Fc ของอิมมูโนโกลบูลินบนผิวเซลล เปนตน ซ่ึงคุณสมบัติเหลานี้แตกตาง
กันไปในแตละไอโซไทปและสับคลาสของอิมมูโนโกลบูลินนั้น ๆ ซ่ึงจะกําหนดคุณสมบัติของโม
โนโคลนอลแอนติบอดีแตละชนิด ใหมีคุณสมบัติทางชีวภาพในดานตาง ๆ แตกตางกัน สวนพอลิ
โคลนอลแอนติบอดี มักจะมีความสามารถในดาน effector function ในระดับปานกลางถึงดีในทุก
ดานเนื่องจากอาศัยคุณสมบัติของแอนติบอดีหลาย ๆ ชนิดมาเฉลี่ยกัน  
 
การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี ดวยวิธี somatic hybridization 
 
 ในรางกายมีเซลลบี ลิมโฟไซตหรือเซลลพลาสมาที่สามารถสรางโมโนโคลนอลแอนติบอดี
ที่ตองการได แตเมื่อนําเซลลนั้นมาเลี้ยงนอกรางกาย เซลลดังกลาวจะแบงตัวไดไมดีและตายในเวลา
อันสั้นทําใหไมสามารถนํามาใชประโยชนในการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีในหลอดทดลอได 
ในขณะเดียวกัน มีเซลลมะเร็งกลุมหนึ่งซึ่งกําเนิดมาจากเซลลพลาสมา เรียกวา เซลลไมอีโลมา มีคุณ
สมบัติของเซลลมะเร็ง คือ สามารถแบงตัวและมีชีวิตอยูไดตลอดไป เซลลกลุมนี้อาจสูญเสียยีนอิมมู
โนโกลบูลิน ไปทําใหไมสามารถผลิตแอนติบอดีได แตจะสามารถสรางแอนติบอดีไดถาไดรับยีน
อิมมูโนโกลบูลินจากเซลลบี ลิมโฟไซต หรือ เซลลพลาสมาอื่น การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
โดยวิธี somatic hybridization มีหลักการที่จะนําคุณสมบัติของเซลลทั้งสองชนิดนี้มารวมไวใน
เซลลเดียวกัน โดยในป ค.ศ. 1975 Köhler และ Milstein ซ่ึงเปนนักวิทยาศาสตรกลุมแรกที่คิดคนวิธี
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ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยการหลอมรวม (fusion) เซลลมัยอีโลมา กับ บี ลิมโฟไซตหรือ
เซลลพลาสมาจากมามของหนูที่ถูกกระตุนดวยแอนติเจน เซลลลูกผสม (hybrid cell) ที่เกิดขึ้นมีคุณ
สมบัติพิเศษซึ่งไดมาจากเซลลตนกําเนิดทั้ง 2 เซลล คือ มีความสามารถในการเจริญเติบโตในหลอด
ทดลองไดตลอดไปเหมือนเซลลมัยอีโลมา และมีความสามารถในการผลิตแอนติบอดีจําเพาะตอ
แอนติเจนซึ่งเปนคุณสมบัติที่ไดจากเซลลบี ลิมโฟไซต ดังนั้น จึงสามารถ 
ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะไดตลอดไปจากการเพาะเลี้ยงเซลลลูกผสมดังกลาว 
(สุทธิพันธ และคณะ, 2537) ขั้นตอนการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี แสดงดังรูปที่ 2.5 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 19

 
   
 

                                                     
                                           
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.5  ขั้นตอนการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

  Anti-A               B                C

+

antigen A 

B 

C 

Epitope 

 BALB/c mice 

immunize 

B cells myeloma cells 

fusion 

Hybridoma cells  

 B cells 

screening           sub-cuture 

  Anti-A  

  Anti-B  

  Anti-C  



 20

Köhler และ Milstein (1975) รายงานเปนครั้งแรกเกี่ยวกับการผลิตโมโนโคลนอล
แอนติบอดีโดยเทคนิค Somatic hybridization โดยเริ่มตนการฉีดกระตุนหนู mice ดวยแอนติเจนที่
ตองการ และเมื่อตรวจสอบดู พบวา หนูสรางแอนติบอดีตอแอนติเจนในระดับที่สูง จึงนํามามหรือ
ตอมน้ําเหลืองของหนูมาทําการแยกเอาเซลลบี ลิมโฟไซต เพื่อนํามาหลอมรวมกับเซลลไมอีโลมา
ของหนู mice โดยใช Sendai virus หรือสารพอลิเอทิลีนไกลคอลเปนสื่อ โดยพบวา พอลิเอทิลีนไกล
คอล มีคุณสมบัติทําใหเยื่อหุมเซลลนุมและเหนียวหนืด เพื่อใหเซลลสองเซลลที่เขามาติดกัน
สามารถหลอมรวมเปนเซลลเดียวกันได แตเนื่องจากความเปนพิษของพอลิเอทิลีนไกลคอลที่มีตอ
เซลลจึงจําเปนตองมีการควบคุมความเขมขนและระยะเวลาที่ใชในการหลอมรวมเซลล ซ่ึงพบวา 
การใชสารละลายพอลิเอทิลีนไกลคอลบริสุทธิ์ ความเขมขน 50% ที่ pH 8.0-8.2 โดยใชเวลาในการ
เชื่อมเซลล 1-2 นาที จะไมเปนพิษตอเซลล และตอจากขั้นตอนการหลอมเซลลแลวจําเปนตองหาวิธี
การคัดเลือกเอาเฉพาะเซลลไฮบริโดมา เนื่องจากเซลลไมอีโลมาที่เปนเซลลมะเร็งที่เติบโตอยางรวด
เร็วจนปกคลุมเซลลไฮบริโดมาโดยการใช selective media ซ่ึงมีสาร aminopterin, hypoxanthine 
และ thymidine เรียกวา HAT medium ซ่ึงมีคุณสมบัติที่ทําใหเฉพาะเซลลไฮบริโดมาเทานั้นเจริญ
เติบโต (รูปที่ 6) โดยสาร aminopterin เปนอะนาลอกของกรดฟอลิก (folic acid ananlog) สามารถ
จับกับเอนไซม folic acid reductase ทําใหยับยั้งโคเอนไซมที่จะใชในการสังเคราะหนิวคลีโอไทด
ทาง de novo biosynthesis เซลลที่จะรอดชีวิตใน HAT medium ไดจึงจะตองมีการสรางนิวคลีโอ
ไทดผานทาง salvage pathway ซ่ึงตองอาศัยเอนไซม 2 ตัวที่สําคัญ คือ thimidine kinase (TK) และ 
hypoxanthine guanine phosphoribisyl tranferase (HGPRT) ถาเซลลขาดเอนไซมตัวใดตัวหนึ่งไป
จะไมสามารถสรางนิวคลีโอไทดได แตถานําเซลลที่ขาดเอนไซม TK หรือ HGPRT ไปทําการ
หลอมรวมกับเซลลที่มีเอนไซมก็จะใหเซลลลูกผสมหรือเซลลไฮบริโดมาสามารถรอดชีวิตและ
เจริญเติบโตไดใน HAT medium 
 เซลลไมอีโลมาที่นํามาใชในการหลอมรวมกับเซลลบี ลิมโฟไซต เพื่อใหไดเซลล 
ไฮบริโดมานี้เปนเซลลมะเร็งของเซลลพลาสมา (plasmacytoma) ที่แยกไดจากหนู mice โดยนํามา
ทําใหมีคุณสมบัติขาดเอนไซม HGPRT (HGPRT- ) โดยการเพาะเลี้ยงเซลลไมอีโลมาในอาหารเลี้ยง
เซลลที่มีสาร 6-thioguanine หรือ 8-azaguanine ซ่ึงเปน guanine base analogue และมีความเปนพิษ 
เมื่อเซลลไมอีโลมาใชสารนี้ที่สามารถเขาไปแทนที่เบสกัวนีนในการสังเคราะหสายนิวคลีโอไทด
โดยใชเอนไซม HGPRT ทําใหไดสายนิวคลีโอไทดที่ผิดปกติ ซ่ึงจะทําใหเซลลไมอีโลมาตายในที่
สุด แตเซลลไมอีโลมาบางตัวสามารถปรับตัวใหมีชีวิตรอดไดโดยเกิดการกลายพันธุ สามารถใช
เอนไซม HGPRT ในการสรางสายนิวคลีโอไทด ซ่ึงจะนําเซลลไมอีโลมาที่มีคุณสมบัติ HGPRT-  

เหลานี้มาหลอมรวมกับเซลลลิมโฟไซตที่เปนเซลลปกติ แลวนําไปเลี้ยงใน HAT medium โดยเซลล
ที่จะมีชีวิตรอดคือ เซลลที่เกิดการหลอมรวมกันระหวางเซลลมัยอีโลมา (HGPRT-) และเซลลลิมโฟ
ไซต โดยอาศัยคุณสมบัติเดนของเซลลมะเร็งที่เจริญเติบโตไดดีในการเพาะเลี้ยงในหลอดทดลอง 
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และคุณสมบัติทางจีโนมของเซลลลิมโฟไซตในการสรางแอนติบอดี โดยเซลลลิมโฟไซตที่ไมได
เกิดการหลอมรวมตัวกับเซลลมัยอีโลมาจะตายตามธรรมชาติภายในระยะเวลา 3-7 วัน 

  
 
 
 
 
  
 

  
 
 
  
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
  

รูปที่ 2.6  วิถีการสังเคราะห DNA ของเซลลไฮบริโดมา 
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2.2  งานวิจัยท่ีเก่ียวของ 
 

Degand และคณะ (1992) ไดผลิตพอลิโคลนอลแอนติบอดีตอเคลนบูเทอรอล เพื่อนําพอลิ
โคลนอลแอนติบอดีไปใชทดสอบหาเคลนบูเทอรอลในตัวอยาง ดวยวิธี enzyme immunoassay 
(EIA) โดยทําการเชื่อมสารเคลนบูเทอรอลกับ human serum albumin (HSA) ดวยวิธีโซเดียมไน
ไตรต (NaNO2) เพื่อใชเปนอิมมูโนเจนสําหรับฉีดกระตุนกระตายใหสรางแอนติบอดีตอเคลนบู     
เทอรอล  โดยนําเคลนบูเทอรอลมาละลายในน้ํากลั่น และปรับใหได pH 1.5 ดวย 1 N HCl จากนั้น
ละลายโซเดียมไนไตรตในน้ํากลั่น แลวนํามาหยดลงในสารละลายเคลนบูเทอรอลโดยหยดในที่มืด 
ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จะไดสาร diazotized clenbuterol ซ่ึงเปนสารละลายสีเหลืองใส จากนั้น
นําสาร diazotized clenbuterol มาเติมลงในสาร HSA ที่ละลายอยูใน phosphate buffer , pH 7.5 แลว
นําสารละลาย (mixture) ที่ได มาตั้งทิ้งไวที่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาแลว
นําไปไดแอลิซิสดวย PBS โดยเปลี่ยน PBS ทั้งหมด 6 คร้ัง เมื่อนํา CLB-HSA ไปฉีดกระตุนกระตาย
ใหสรางพอลิโคลนอลแอนติบอดีแลว แลวนําพอลิโคลนอลแอนติบอดีไปตรวจหาเคลนบูเทอรอล
ในตัวอยางปสสาวะและตับของลูกวัว (veal calf) และแมวัว (cow) ซ่ึงไดรับอาหารที่มีเคลนบูเทอ
รอลผสมอยู พบวา วิธี EIA มีคา limit of detection เทากับ 0.15 และ 0.3 ppb ในตัวอยางปสสาวะ
และตับ ตามลําดับ 
 

Roda และคณะ (2000) ไดผลิตพอลิโคลนอลแอนติบอดีตอเคลนบูเทอรอล เพื่อนําพอลิโคล
นอลแอนติบอดีไปใชในพัฒนาการตรวจหาเคลนบูเทอรอล ดวยวิธี chemiluminescent EIA โดยทํา
การเชื่อมสารเคลนบูเทอรอลกับ ovalbumin (OVA) ดวยวิธีโซเดียมไนไตรตเพื่อใชเปนอิมมูโนเจน
สําหรับฉีดกระตุนกระตายใหสรางแอนติบอดีตอเคลนบูเทอรอล โดยนําสารเคลนบูเทอรอลมา
ละลายในกรด HCl แลวนําไปวางไวที่ 0 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที จึงเติมโซเดียมไนไตรตลง
ไป จากนั้นเติม OVA ที่ละลายใน Carbonate buffer ลงไป นําสารละลาย ทั้งหมดไปตั้งไวที่อุณหภูมิ 
0 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาแลวนําสารเคลนบูเทอรอลที่เชื่อมกับ ovalbumin 
ที่ไดไปทําใหบริสุทธิ์ดวยวิธี gel filtration เมื่อนํา CLB-OVA ไปฉีดกระตุนกระตายใหสรางพอลิ
โคลนอลแอนติบอดีแลว แลวนําพอลิโคลนอลแอนติบอดีไปตรวจหาเคลนบูเทอรอลในตัวอยาง
ปสสาวะวัว (veal calf ) พบวา วิธี chemiluminescent EIA มีคา limit of detection เทากับ 0.08 ppb      
 
 
 
 



 23

Shelver และคณะ (2000) ไดผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอสารแรคโตปา
มีน(ractopamine) ซ่ึงเปนสารที่อยูในกลุมบีตา-อะโกนิสต ไดทําการฉีดกระตุนหนู BALB/c เพศเมีย 
อายุ  8 สัปดาห โดยครั้งแรกฉีดกระตุนดวยสารผสมระหวาง ractopamine-glutarate-Keyhole limpet 
hemocyanin (KLH)  และ Freund’s complete adjuvant  ความเขมขน 100 ไมโครกรัม ในครั้งตอไป
ฉีดกระตุนซ้ําดวยสารผสมระหวาง ractopamine-glutarate-KLH และ Freund’s incomplete adjuvant  
ความเขมขน 100 ไมโครกรัม ซ่ึงฉีดกระตุนซ้ํา 4 คร้ัง หางกันครั้งละ 30 วัน และประมาณ 10-14 วัน 
หลังจากฉีดกระตุนจะทาํเจาะเลือดหนูเพื่อแยกเอาซีรัมมาตรวจหาระดับแอนติบอดีโดยวิธี Indirect 
ELISA โดยเคลือบ plate ดวย ractopamine-glutarate-BSA   และฉีดกระตุนครั้งสุดทายดวยแรคโท
ปามีน ความเขมขน 50 ไมโครกรัม จากนั้นนําเซลลมามจากหนูมาหลอมรวมกับเซลลไมอีโลมา      
Sp2/0Ag14 เพื่อใหไดเซลลไฮบริโดมาแลวคัดเลือกเซลลไฮบริโดมาที่ผลิตโมโนโคลนอล
แอนติบอดีที่จําเพาะตอสารแรคโทปามีน เมื่อทดสอบดูไอโซไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
พบวาเปนชนิด IgG1κ จากการทดสอบดูปฏิกิริยาขามกับสารที่มีโครงสรางคลายกัน พบวาเกิด
ปฏิกิริยาขามต่ํา ดังนั้นโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดมีประสิทธิภาพเพียงพอสามารถนําไปใช
ในการตรวจเพื่อคัดตัวอยางเบื้องตน (screening test) ได 
 

Abukhalaf และคณะ (2000) ไดทําการตรวจวัดสารเคลนบูเทอรอลในตัวอยางเลือดและ
ปสสาวะของหนูเปรียบเทียบกันระหวางวิธี EIA และ Gas chromatography-mass spectrometry 
(GC-MS) พบวา ทั้งสองวิธีสามารถตรวจวัดปริมาณสารไดใกลเคียงกัน โดยในการตรวจวัดดวย 
GC-MS พบวา คาต่ําสุดที่เปนตัวช้ีวัดวาตรวจ “พบหรือไมพบ” (limit of detection; LOD) และคาต่ํา
สุดที่สามารถรายงานเปนตัวเลขไดอยางมั่นใจวาตรวจพบปริมาณเทาไร (limit of quantification; 
LOQ) มีคาเทากับ 0.5 และ 1.5 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร (ในเลือด) และ 0.2 และ 0.7 นาโนกรมัตอ
มิลลิลิตร (ในปสสาวะ) ตามลําดับ แตถาตองการตรวจสารที่มีปริมาณต่ํากวาคาเหลานี้ควรตรวจวัด
ดวย EIA เนื่องจากเปนวิธีที่มีความไวสูงกวา 
 



บทที่  3 

อุปกรณและวิธีดําเนินการวิจัย 
 

3.1 เคร่ีองมือและอุปกรณท่ีใชในการวิจัย 
 
 3.1.1 หนู mouse สายพันธ BALB/c (inbred strain) เพศเมีย สํานักสัตวทดลองแหงชาติ 
        มหาวิทยาลัยมหิดล 
 
 3.1.2 เซลลไมอีโลมา P3/NSI/1-4A4-1 (NSI)   ATCC No: TIB 18 
 
 3.1.3 อุปกรณตางๆ 
 กระบอกฉีดยาขนาด 1 และ 5 มิลลิลิตร   Nipro (Thailand) 
 กลองจุลทรรศนชนิดหัวกลับ    Nikon (Japan) 
 ขวดแกว      Boro (Germany) 
 ขวดเลี้ยงเซลลขนาด 10 และ 250 มิลลิลิตร   Nunc (Denmark) 
 เข็มฉีดยาขนาด 18G และ 21G     Nipro (Thailand) 
 เครื่องปนเหวี่ยง      MSE (England) 
 เครื่องมือนับเซลล     Boeco (Germany) 
 เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง    Mettler Toledo 
 เครื่อง Microtiterplate reader    Titertek multiskan (Finland) 
 จานชนิด 96 หลุม     Nunc (Denmark) 
 ปเปตตแกว      HBG (Germany) 
 ปเปตตอัตโนมัต      Gilson (France) 
 ปมลม       Iwaki (Japan) 
 ตูบมที่มีคารบอนไดออกไซด    Revco, Yamato (Japan) 
 ตูปลอดเชื้อ      Cambrige (Thaialnd) 
 หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร    Axygen (USA) 
 หมอนึ่งฆาเชื้อ      Udono-RII (Japan)  
 หลอดปนเหวี่ยงขนาด 50 มิลลิลิตร   Nunc (Denmark) 
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3.2 สารเคมีท่ีใชในการวิจัย 

ตารางที่ 3.1  สารเคมีที่ใชในการวิจัย 

สารเคมีที่ใชในการวิจัย หนาที่ ที่มา 

1. Aminopterine เตรียมอาหารคัดเลือกเซลล บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

2. BCA protein assay kit  หาปริมาณโปรตีน บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

3. Bovine serum albumin โปรตีนมาตรฐาน และใช
เชื่อมกับเคลนบูเทอรอล บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

4. Brombuterol ทดสอบปฏิกิริยาขาม บริษัท Witega, Germany 

5. Bromchlorbuterol ทดสอบปฏิกิริยาขาม บริษัท Witega, Germany 

6. Chloramphenicol ทดสอบปฏิกิริยาขาม บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

7. Cimbuterol ทดสอบปฏิกิริยาขาม บริษัท Witega, Germany 

8. Citric acid เตรียมสารละลายบัฟเฟอร บริษัท Merck, Germany 

9. Clenbuterol ทอสอบความจําเพาะของ
โมโนโคลนอลแอนติบอดี บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

10. Clenbuterol-KLH conjugate ฉีดกระตุนหนูทดลอง บริษัท Abkem Iberia S.L., 
Spain 

11. Clenproperol ทดสอบปฏิกิริยาขาม บริษัท Witega, Germany 

12. D-glucose เตรียมอาหารเลี้ยงเซลล บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

13. Diethyl ether สลบหนูทดลอง บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

14. Dimethyl sulfoxide เตรียมอาหารเก็บเซลล บริษัท Fluka, Switzerland 
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ตารางที่ 3.1  สารเคมีที่ใชในการวิจัย (ตอ) 

สารเคมีท่ีใชในการวิจัย หนาท่ี ท่ีมา 

15. Disodium hydrogenphosphate เตรียมสารละลายบัฟเฟอร บริษัท Carlo erba, USA 

16. Enrofloxacin ทดสอบปฏิกิริยาขาม บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

17. Fetal bovine serum เตรียมอาหารเลี้ยงเซลล บริษัท Invitromex, USA 

18. Furazolidone  ทดสอบปฏิกิริยาขาม บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

19. Hydrogen peroxide เตรียมสับสเตรต บริษัท Fluka, Switzerland 

20. Hypoxanthine เตรียมอาหารคัดเลือกเซลล บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

21. L-glutamine เตรียมอาหารเลี้ยงเซลล บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

22. Methanol ตัวทําละลาย บริษัท BDH, England 

23. Norfloxacin ทดสอบปฏิกิริยาขาม บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

24. O-phenylenediamine เตรียมสับเตรต บริษัท Abkem Iberia S.L., 
Spain 

25. Penicllin G ทดสอบปฏิกิริยาขาม บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

26. Peroxidase-Rabbit Anti-Mouse 
IgG (Gamma chain Specific) ทดสอบ ELISA บริษัท Zymed, USA 

27. Polyethylene glycol สารสื่อในการหลอมรวม
เซลล บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

28. RPMI 1640 medium  เตรียมอาหารเลี้ยงเซลล บริษัท Invitromex, USA 

29. Salbutamol ทดสอบปฏิกิริยาขาม บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
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ตารางที่ 3.1  สารเคมีที่ใชในการวิจัย (ตอ) 

สารเคมีท่ีใชในการวิจัย หนาท่ี ท่ีมา 

30. Sodium bicarbonate เตรียมสารละลายบัฟเฟอร บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

31. Sodium cabonate เตรียมอาหารเลี้ยงเซลล บริษัท Merck, Germany 

32. Sodium chloride เตรียมสารละลายบัฟเฟอร บริษัท Merck, Germany 

33. Sodium dihydrogen phosphate เตรียมสารละลายบัฟเฟอร บริษัท Carlo erba, USA 

34. Sodium nitrite เตรียม Clenbuterol-BSA 
conjugate บริษัท Merck, Germany 

35. Sodium pyruvate เตรียมอาหารเลี้ยงเซลล บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

36. Streptomycin ทดสอบปฏิกิริยาขาม บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

37. Sulfamethazine  ทดสอบปฏิกิริยาขาม บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

38. Sulfuric acid หยุดปฏิกิริยาของเอนไซม บริษัท Merck, Germany 

39. Tetracyclin ทดสอบปฏิกิริยาขาม บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

40. Tween 20 เตรียมสารละลายบัฟเฟอร บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

41. นมพรองมันเนย ทดสอบ ELISA บริษัท Mission health food, 
Thailand 
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3.3 การดําเนินงานวิจัย 
 

ในงานวิจัยนี้เปนการผลิตโมโคลนอลแอนติบอดีตอเคลนบูเทอรอล โดยทําการฉีดกระตุน
หนูทดลองสายพันธุ BALB/c เพศเมีย ดวยเคลนบูเทอรอลที่เชื่อมกับกับคีโฮลลิมเพตฮีโมไซยานิน 
(Keyhole limpet hemocyanin; KLH) (CLB-KLH) ที่ผสมกับ Freud’s adjuvant เขาในหนูทดลองทุก 
21 วัน เพื่อกระตุนระบบภูมิคุมกันของหนูใหสรางแอนติบอดีสารนี้ จากนั้นนําเซลลจากมามของหนู
ที่ถูกฉีดกระตุนมาหลอมรวมกับเซลลมัยอีโลมาของหนู เพื่อใหไดเซลลไฮบริโดมาที่มีคุณสมบัติ
เดนเหมือนเซลลทั้งสองชนิด คือ สามารถผลิตและหลั่งแอนติบอดีและสามารถเจริญไดไมจํากัดใน
อาหารเลี้ยงที่เหมาะสม จากนั้นทําการคัดเลือกเซลลไฮบริโดมาที่ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่
จําเพาะตอสารเคลนบูเทอรอล แลวนําเซลลไฮบริโดมาที่คัดเลือกไดมาเพิ่มจํานวนเซลลเพื่อใหผลิต
โมโนโคลนอลแอนติบอดี และศึกษาสมบัติเบื้องตนของโมโคลนอลแอนติบอดี ไดแก ทดสอบไอ
โซไทป ทดสอบความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเคลนบูเทอรอล ทดสอบปฏิกิริยา
ขามกับสารที่มีโครงสรางคลายเคลนบูเทอรอล และการทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหบริสุทธิ์ 
  

 
3.4  วิธีการวิจัย 
 
 3.4.1  การเตรียมแอนติเจนเพื่อใชในการทํา Screening test 
 

 3.4.1.1  การเชื่อมสารเคลนบูเทอรอลกับ BSA 
 

  เนื่องจากการฉีดกระตุนหนูในงานวิจัยนี้ ทําการฉีดกระตุนดวย CLB-KLH ที่ได
จากการซื้อจากบริษัท Abkem Iberia S.L. ดังนั้น จึงทําการเชื่อมเคลนบูเทอรอลกับ BSA เพื่อนําไป
เคลือบจานชนิด 96 หลุม (96 wells plate) สําหรับใชหาระดับแอนติบอดีในซีรัมและคัดเลือกโคลน
ที่ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเคลนบูเทอรอ ซ่ึงทําตามวิธีของ Bacigalupo และ คณะ (1995) 
โดยนําสารเคลนบูเทอรอลมา 5 มิลลิกรัม ละลายใน 0.1 M HCl ปริมาตร 1 มิลลิลิตร วางไวที่
อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 30 นาที สารละลายจะกลายเปนน้ําแข็ง จากนั้นนํามาวางไวที่
อุณหภูมิหอง จนสารหลอมละลาย จึงเติมสารโซเดียมไนไตรต 60 มิลลิกรัม ลงไป  เขยาเบา ๆ จาก
นั้นนํา BSA มา 20 มิลลิกรัม ละลายใน 0.05 M Carbonate buffer (pH 9.6) ปริมาตร 2  มิลลิลิตร 
แลวนําสารละลาย BSA ไปเติมลงไปในสารละลายเคลนบูเทอรอล เขยาเบาๆ นําสารละลายทั้งหมด
ไปวางไวที่อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง เมื่อครบเวลาแลว นําสารละลายไปทําการ
ไดแอลิซิสใน PBS โดยเปลี่ยน PBS 5 คร้ัง ทุกๆ  6 ช่ัวโมง  
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3.4.1.2  การวัดปริมาณโปรตีนของ CLB-BSA โดยวิธี Bicinchoninic Acid Assay 
(BCA assay) 

 
เพื่อหาปริมาณโปรตีนของ BSA หลังจากการเชื่อมกับเคลนบูเทอรอล (CLB-BSA) 

ทําการวิเคราะหปริมาณโปรตีน ดวยวิธี BCA assay โดยใชชุดทดสอบ BCATM Protein Assay  Kit 
ของบริษัท PIERCE โดยเตรียม Working reagent ดวยการผสมรีเอเจนต A กับ รีเอเจนต B ในอัตรา
สวนรีเอเจนต  A:B = 50:1 จากนั้นเตรียมสารมาตรฐาน BSA และสารตัวอยาง (CLB-BSA) โดยทํา
การเจือจางดวย PBS ซ่ึงสารมาตรฐานเจือจางที่ความเขมขน 0-1000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ
สารตัวอยางเจือจางที่ความเจือจาง 10 20 และ 40 เทา แลวเติมสารมาตรฐานและสารตัวอยางแตละ
ความเขมขนลงในจานชนิด 96 หลุม หลุมละ 25 ไมโครลิตร เติม Working reagent ลงไปในหลุมที่มี
สารมาตรฐานและสารตัวอยาง หลุมละ 200 ไมโครลติร เขยาจานชนิด 96 หลุมเบาๆ ประมาณ 30 
วินาที กอนนําไปเขาตูบม 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที จากนั้นนํา จานชนิด 96 หลุมออกมา
วางไวใหเย็นลงที่อุณหภูมิหอง แลวนําไปวัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร  
 
  3.4.1.3  การหาน้ําหนักโมเลกุลของ CLB-BSA 
 

เพื่อหาน้ําหนักโมเลกุลของ CLB-BSA โดยดูวาน้ําหนักโมเลกุลของ BSA เพิ่มขึ้น
หรือไม ถาน้ําหนักโมเลกุลของ BSA เพิ่มขึ้น แสดงวา เคลนบูเทอรอลเชื่อมติดกับ BSA โดยไดทํา
การหาน้ําหนักโมเลกุลของ BSA ดวยวิธี Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight 
mass spectrometry (MALDI-TOF-MS) โดยวิเคราะหที่ หนวยบริการชีวภาพ ศูนยพันธุวิศวกรรม
และเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ (BIOTEC)   
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 3.4.2  การกระตุนภูมิคุมกันของหนูใหสรางแอนติบอดีตอเคลนบูเทอรอล 
 

 3.4.2.1  การฉีดกระตุนหนู 
 

  ทําการฉีดกระตุนภูมิคุมกันของหนูทดลองดวย เคลนบูเทอรอลที่เชื่อมกับคีโฮลลิม
เพตฮีโมไซยานิน (CLB-KLH) ซ่ึงการฉีดกระตุนครั้งแรก จะใชแอนติเจนปริมาณ 20 ไมโครกรัม 
(ตอหนู 1 ตัว) ใน PBS 100 ไมโครลิตร ผสมกับ  Freund’s complete adjuvant  อัตราสวน 1:1 (v/v) 
โดยผสมใหมีลักษณะเปน  emulsion กอนฉีดเขาภายในชองทองหนู (intraperitoneal) สายพันธุ 
BALB/c เพศเมีย อายุ 8 สัปดาห และทําการฉีดกระตุนครั้งที่ 2 ในวันที่ 21 โดยผสมแอนติเจน
ปริมาณ 20 ไมโครกรัม (ตอหนู 1 ตัว) ใน PBS 100 ไมโครลิตร กับ Freund’s incomplete adjuvant 
อัตราสวน 1:1 (v/v) เชนกัน จากนั้นประมาณ 7-10 วัน ทําการเจาะเลือดหนูจากปลายหางเพื่อแยกซี
รัมมาทดสอบดูระดับของแอนติบอดี (antibody titer) ดวยวิธี Indirect ELISA ถาระดับแอนติบอดียัง
อยูในระดับต่ําอยูก็ฉีดกระตุนซ้ําดวยวิธีการเดิมทุกๆ 21 วัน เมื่อระดับแอนติบอดีสูงมากพอ ทําการ
ฉีดกระตุนครั้งสุดทายดวยแอนติเจนที่ผสมกับน้ําเกลือเขาชองทองในปริมาณ 20 ไมโครกรัม กอน
ทําการหลอมรวมเซลล 3 วัน ถัดไป 
 

3.4.2.2 การเตรียมซีรัม 
 
หลังจากเจาะเลือดจากหางหนูแลวตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 

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

 
  3.4.2.3  การหาระดับของแอนติบอดี (antibody titer) ในซีร่ัมโดยวิธี Indirect  
ELISA  
 

 เตรียมสาร CLB-BSA ความเขมขน 2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร นําไปเติมใน จาน
ชนิด 96 หลุม หลุมละ 100 ไมโครลิตร  แลวบมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12-24 ช่ัวโมง 
นํามาลางดวย PBS จํานวน 3 คร้ัง เติมสารละลายนมพรองมันเนย 5% หลุมละ 300 ไมโครลิตร แลว
นําจานชนิด 96 หลุมไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง จากนั้นนํามาลางดวย PBS 
จํานวน 3 คร้ัง เติมซีรัมจากหนูที่เจือจางระดับตาง ๆ ตั้งแต 1:500 – 1:128,000 หลุมละ 100 
ไมโครลิตร นําจานชนิด 96 หลุมไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ช่ัวโมง จากนั้นนํามาลางดวย 
PBS จํานวน  3 คร้ัง เติมแอนติบอดีทุติยภูมิที่จําเพาะตอ mouse IgG ที่มี HRP เชื่อมอยู (HPR-Rabbit 
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anti-mouse IgG) ที่เจือจาง 1:2000 ใน 0.5%BSA ใน PBS หลุมละ 100 ไมโครลิตร แลวนําจานชนิด 
96 หลุมไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง จากนั้นนํามาลางดวย PBS จํานวน 3 คร้ัง เติม
สารละลายสับสเตรทของเอนไซม ซ่ึงประกอบดวย OPD และ H2O2 ละลายใน citrate buffer หลุม
ละ 150 ไมโครลิตร  บมในที่มืดอุณหภูมิหอง เปนเวลา 10-15 นาที หยุดปฏิกิริยาเอนไซมโดยเติม 
2.5 M H2SO4 หลุมละ 100 ไมโครลิตร จากนั้นนําจานชนิด 96 หลุมไปวัดคาดูดกลืนแสง 492 นาโน
เมตร โดยเครื่อง ELISA reader 
 

 3.4.2.4  การทดสอบความจําเพาะของแอนติบอดีตอเคลนบูเทอรอลในซีรัม โดยวิธี  
Competitive Indirect  ELISA  

 
  นําซีรัมหนูมาทดสอบดูวาหนูมีแอนติบอดีตอสารเคลนบูเทอรอลหรือไม ถาหนูมี
แอนติบอดีตอเคลนบูเทอรอล แอนติบอดีที่อยูในซีรัมจะจับกับเคลนบูเทอรอลที่อยูในรูปอิสระ ทํา
ใหคาดูดกลืนแสงลดลงเมื่อเทียบกับซีรัมที่ไมมีเคลนบูเทอรอล โดยเตรียมสารเคลนบูเทอรอลที่
ความเขมขน 0 – 200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร นําแตละความเขมขนมาผสมกับซีรัมหนูที่เจือจางดวย 
0.5% BSA ใน PBS ความเจือจาง 1:4000 โดยผสมกันในอัตราสวน 1:1 (v/v) ทิ้งไวขามคืน แลวทํา
การทดสอบดวยวิธี indirect ELISA ตามขั้นตอนในขอ 3.4.2.3 
   
 3.4.3  การเตรียมเซลลไฮบริโดมาที่ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
 

ทําการหลอมรวมเซลลมามกับเซลลมัยอีโลมา โดยใชสาร 50% พอลิเอทิลีนไกลคอล (w/v) 
เปนสื่อ ซ่ึงมีขั้นตอนดังนี้ 

 
3.4.3.1 การเตรียมสารสื่อในการหลอมรวมเซลล 
 

 นําพอลิเอทิลีนไกลคอลมาอุนใหละลายที่อุณหภูมิประมาณ 50 องศาเซลเซียส ซ่ึง
มีปริมาตร 2 มิลลิกรัม จากนั้นนําไปผสมกับอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร จะ
ได 50% พอลิเอทิลีนไกลคอล (w/v) แลวนํา 50% พอลิเอทิลีนไกลคอล (w/v) ไปบมในตูบมที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส กอนจะนําไปใชในการหลอมรวมเซลล 
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 3.4.3.2  การเตรียมเซลลไมอีโลมา 
  
 นําเซลลไมอีโลมา NSI มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ที่เติม 10% FCS 

โดยทําการเลี้ยงเซลลไมอีโลมาใหอยูในระยะเอกซโพเนนเชียล ประมาณ 4-5 วันกอนทําการหลอม
รวมเซลล จากนั้นนําเซลลไมอีโลมาที่เล้ียงอยูในภาชนะเลี้ยงเซลล ออกมาปนลางดวยอาหาร RPMI 
1640 2-3 คร้ัง โดยนํามาปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 1500 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาทีโดยรอบสุดทาย
ของการปนลางเติมอาหารเลี้ยงเซลล  RPMI 1640 ที่เติม 10% FCS ปริมาตร 5 มิลลิลิตร และนับ
เซลลที่มีชีวิตใหมีจํานวนมากกวา 107 เซลลตอมิลลิลิตร จากนั้นเก็บเซลลไวที่ตูบมอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส จนกวาจะนําไปหลอมรวมเซลล 
 

3.4.3.3  การเตรียมเซลลมาม 
  
 นําหนู BALB/c ที่ถูกฉีดกระตุนดวย CLB-KLH มาทําการฆา โดยใชไดเอทิลอี

เธอร แลวเปดชองทองนํามามออกมาโดยวิธีปลอดเชื้อ จากนั้นใชกรรไกรตัดมามใหเปนชิ้นเล็กๆ 
บนตะแกรงลวดตาถี่ แลวใชดามของหลอดฉีดยาขนาด 5 มิลลิลิตร บดมามเบาๆ ใหละเอียด เมื่อได
เซลลมามแลวนําไปปนลางใน RPMI 1640 ปริมาตร 10  มิลลิลิตร  ดวยความเร็ว 1500 รอบตอนาที 
เปนเวลา 5 นาที จํานวน 2 คร้ัง จากนั้นเติมอาหารเลี้ยงเซลล  RPMI 1640 ที่เติม 10% FCS ปริมาตร 
5 มิลลิลิตร แลวจึงนําเซลลมามไปทําการเชื่อมกับเซลลมัยอีโลมา 
 
  3.4.3.4  การหลอมรวมเซลลมามและเซลลมัยอีโลมา 
   
  ผสมเซลลมามปริมาตร 5 มิลลิลิตร และเซลลมัยอีโลมาปริมาตรเทากัน ในอัตรา
สวน 1:1 รวมกันในหลอดฝาเกลียว ขนาด 50 มิลลิลิตร ใชปเปตดูดขึ้นลงเบาๆ ใหเซลลทั้งสองผสม
กัน กอนนําไปปนเหวี่ยงเพื่อตกตะกอนเซลล ดวยความเร็ว 1500 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที เท
สวนใสทิ้ง แลวคอยๆ หยด 50% พอลิเอทิลีนไกลคอล (w/v) ปริมาณ 1 มิลลิลิตร ลงไปในตะกอน
เซลลพรอมกับใชปลาย Pasteur pipette กวนเบาๆ และชาๆ โดยควบคุมใหสารละลาย 50% พอลิเอทิ
ลีนไกลคอลไหลใหหมดภายใน 1 นาที  จากนั้นเติมอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส อีกครั้งละ 10 มิลลิลิตร จนครบ 40 มิลลิลิตร ใชปเปตขนาด 10 มิลลิลิตร ดูดขึ้นลงเบาๆ 
อีกครั้ง เพื่อลาง 50% พอลิเอทิลีนไกลคอล ออกใหหมด กอนนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 1500 รอบ
ตอนาที นาน 5 นาที เพื่อแยกตะกอนเซลลออก โดยการเทสวนใสทิ้ง และเติมอาหารเลี้ยงเซลล 
HAT ที่มี 20% FCS ลงไปประมาณ 40 มิลลิลิตร กอนนําเซลลไปหยอดในจานชนิด 96 หลุมปริมาณ
หลุมละ 0.1 มิลลิลิตร จากนั้นนําไปเลี้ยงในตูบมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส บรรยากาศ CO2 5% 
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  3.4.3.5  การเลี้ยงและการคัดเลือกเซลลไฮบริโดมาหลังการหลอมรวมเซลล 
 
  ภายหลังการหลอมรวมเซลลแลวเติมอาหารเลี้ยงเซลล HAT ที่มี 20% FCS ทุก 2-3 
วัน และเมื่อผานไปแลว 5-7 วัน คอยสังเกตเซลลไฮบริโดมาในแตละหลุมโดยใชกลองจุลทรรศน
ชนิดหัวกลับ (Inverted microscope ) จะเห็นโคลนของเซลลไฮบริโดมามีลักษณะกลมวาวและโปรง
แสง ถาเติมอาหารเลี้ยงเซลลเต็มหลุมแลวตองคอยเปลี่ยนอาหารในหลุมโดยจะใชอาหารเลี้ยงเซลล 
HAT ที่มี 20% FCS ประมาณ 2- 3 สัปดาห จากนั้นจึงเปลี่ยนเปนอาหารเลี้ยงเซลล HT ที่มี 20% FCS 
และตองคอยสังเกตการเปลี่ยนแปลงของสีอาหารเลี้ยงเซลลดวย โดยถาเกิดการปนเปอนของเชื้อจุลิ
นทรียอาหารเลี้ยงเซลลจะมีสีเปล่ียนแปลงเร็วกวาปกติ หรือเมื่อดูกนหลุมจะเห็นหลุมที่เกิดการปน
เปอนมีลักษณะขุนมัวมาก ตองทําการกําจัดหลุมนั้นทิ้งโดยเร็ว ทําการตรวจดูเซลลไฮบริโดมาเปน
ระยะๆ เมื่อพบวาเซลลไฮบริโดมาเจริญไดประมาณ 50% ของหลุมใหนําอาหารเลี้ยงเซลลมาตรวจ
หาแอนติบอดีโดยวิธี Indirect ELISA   
 
  3.4.3.6  การตรวจหาเซลลไฮบริโดมาที่ผลิตแอนติบอดีตอเคลนบูเทอรอลโดยวิธี 
Indirect ELISA 
 
  เพื่อตรวจหาเซลลไฮบริโดมาที่ผลิตแอนติบอดีตอเคลนบูเทอรอลจึงทําการเคลือบ 
จานชนิด 96 หลุมดวยแอนติเจน 2 ชนิด คือ CLB-BSA และ BSA เพื่อเปรียบเทียบคาดูดกลืนแสง
หลังจากทํา ELISA แลว ถาเซลลในหลุมใดมีคาดูดกลืนแสงของจานชนิด 96 หลุมที่เคลือบดวย 
CLB-BSA สูง และมีคาดูดกลืนแสงของจานชนิด 96 หลุมที่เคลือบดวย BSA ต่ํา  ก็จะเลือกเซลลใน
หลุมนั้นไปทําการโคลนเซลลเพื่อใหไดเซลลเดี่ยวตอไป ทําการตรวจหาเซลลไฮบริโดมาที่ผลิต
แอนติบอดีโดยนําอาหารเลี้ยงเซลลจากหลุมที่ตองการมาทดสอบดวยวิธี indirect ELISA ตามขั้น
ตอนในขอ 3.4.2.3 
 
  3.4.3.7  การโคลนเซลล (single cell cloning) และทําใหเจือจางโดยวิธี Limiting 
dilution 
   
  นําเซลลไฮบริโดมาจากหลุมที่ไดตรวจสอบแลววาผลิตแอนติบอดีตอเคลนบูเทอ
รอลมานับเซลลและทําใหเจือจางในอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ที่มี 20% FCS รวมอยูดวย โดย
ปรับความเจือจางของเซลลไฮบริโดมาใหเทากับ 40 เซลลตอมิลลิลิตร กอนนํามาเจือจางแบบ 2 เทา 
จนไดความเจือจางของเซลลไฮบริโดมาเทากับ 5 เซลลตอมิลลิลิตร จากนั้นนําเซลลไฮบริโดมาใน
แตละความเจือจางไปหยอดลงในจานชนิด 96 หลุมจํานวนความเจือจางละ 2 แถว (24 หลุม) 
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ปริมาณหลุมละ 0.2 มิลลิลิตร จะไดเซลลไฮบริโดมาปริมาณ 8 เซลล 4 เซลล 2 เซลล และ 1 เซลล 
ตอหลุม ตามลําดับ นําไปเลี้ยงในตูบมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส บรรยากาศ CO2 5% ประมาณ 14 
วัน กอนตรวจดูดวยกลองจุลทรรศนแบบหัวกลับโดยทําเครื่องหมายหลุมที่มี 1 เซลล เมื่อเซลลเจริญ
ได 2/3 ของพื้นที่กนหลุม จึงนําอาหารเลี้ยงเซลลจากหลุมที่ไดทําเครื่องหมายไวแลวไปตรวจหา
แอนติบอดีอีกครั้งดวยวิธี indirect ELISA กอนนําเซลลจากหลุมที่ใหผลบวกมาทําการโคลนเซลล
ซํ้าอีกเปนครั้งที่ 2 และ 3 เพื่อใหแนใจวาเซลลที่ไดมาจากเซลลไฮบริโดมาที่มาจากตนกําเนิดเดียว
กัน 
 
  3.4.3.8  การเก็บเซลลไฮบริโดมาอยางถาวร 

  
 นําเซลลไฮบริโดมาที่อยูในชวงเอกซโพเนนเชียลซ่ึงเล้ียงในอาหาร RPMI 1640 ที่

มี 10% FCS มาปนเหวี่ยงใหเซลลตกตะกอนดวยความเร็ว 1500 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที จาก
นั้นดูดอาหารเลี้ยงเซลลที่อยูดานบนทิ้ง และเติมน้ํายาเก็บเซลลที่มี 10% ไดเมทิลซัลฟอกไซด 
(DMSO) ขณะเย็นลงไปปริมาตร 1 มิลลิลิตร แลวใช Pasteur pipette เปาขึ้นลงเบาๆ จนเซลลเขากัน
ดีกับน้ํายาเก็บเซลล กอนถายเซลลลงในหลอดเก็บเซลลขนาด 1.5 มิลลิลิตร และนําไปแชที่อุณหภูมิ 
-70 องศาเซลเซียส ขามคืน จากนั้นจึงยายลงไปแชในไนโตรเจนเหลวที่มีอุณหภูมิประมาณ -196 

องศาเซลเซียส 
 

  3.4.3.9  การนําเซลลไฮบริโดมาที่เก็บอยางถาวรแลวกลับมาเลี้ยงใหม 
 
  นําหลอดที่เก็บเซลลไฮบริโดมาออกมาจากการเก็บในไนโตรเจนเหลว หรือตูแช  
-70 องศาเซลเซียส นํามาละลายที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ทันที เมื่อน้ํายาเก็บเซลลในหลอด
ละลายหมดแลวใหถายเซลลลงหลอดที่มีอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร นําไปปนลางเปนจํานวน 2 คร้ัง ที่ความเร็ว 1500 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที 
กอนนําเซลลไปเลี้ยงตอในอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ที่มี 20% FCS ในขวดเลี้ยงเซลลขนาด 10 
มิลลิลิตร จากนั้นทําการถายเซลลทุกๆ 2-3 วันเมื่อเซลลเจริญเต็มขวด 
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 3.4.4  ศึกษาลักษณะเบื้องตนของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
  

3.4.4.1 การตรวจสอบไอโซไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
 

 ทําการตรวจหาไอโซไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดี โดยใชชุดทดสอบ 
(isotyping kit) ของบริษัท Sigma-Aldrich โดยทําการทดลองตามขอแนะนําของผูผลิต ดังนี้ เตรียม 
Isotyping specific antibody ชนิด IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3, IgA และ IgM มาทําการเจือจางใน 
PBS ใหไดความเจือจาง 1:1000 นําไปเติมในจานชนิด 96 หลุมหลุมละ 100 ไมโครลิตร  แลวบมที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12-24 ชั่วโมง นํามาลางดวย PBS (pH 7.4) ที่มี 0.05% Tween 20 
(PBS-T) จํานวน 3 คร้ัง เติมโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลนตางๆ ที่ตองการตรวจสอบ หลุมละ 
100 ไมโครลิตร นําจานชนิด 96 หลุมไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง จากนั้นนํามา
ลางดวย PBS-T จํานวน  3 คร้ัง เติมแอนติบอดีทุติยภูมิที่จําเพาะตอ mouse IgG ที่มี HRP เชื่อมอยู 
ซ่ึงจําเพาะตอ Fab (HPR-Rabbit anti-mouse IgG (Fab specific)) ที่เจือจาง 1:600 ใน PBS-T หลุมละ 
100 ไมโครลิตร แลวนําจานชนิด 96 หลุมไปบมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที จากนั้นนํามาลาง
ดวย PBS-T จํานวน 3 คร้ัง เติมสารละลายสับสเตรทของเอนไซม ซ่ึงประกอบดวย OPD และ H2O2 
ละลายใน citrate buffer หลุมละ 100 ไมโครลิตร  บมในที่มืดอุณหภูมิหอง เปนเวลา 10-15 นาที 
หยุดปฏิกิริยาเอนไซมโดยเติม 2.5 M H2SO4 หลุมละ 50 ไมโครลิตร จากนั้นนําจานชนิด 96 หลุมไป
วัดคาดูดกลืนแสง 492 นาโนเมตร โดยเครื่อง ELISA reader 

 
  3.4.4.2   การหาความเจือจางของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่เหมาะสม ดวยวิธี 
indirect ELISA 

 
  โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตจากเซลลไฮบริโดมาที่เล้ียงในขวดเลี้ยงเซลลมี
ความเขมขนมากเมื่อนําไปใชทดสอบดวยวิธี ELISA จะทําใหเกิดสัญญาณรบกวน และ เปนการสิ้น
เปลืองแอนติบอดี  จึงตองหาความเจือจางที่เหมาะสมเพื่อนําความเจือจางที่ไดนี้ไปใชสําหรับการ
ทดสอบคุณสมบัติตางๆ ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอไป โดยทําการเคลือบจานชนิด 96 หลุม
ดวย CLB-BSA ความเขมขน 2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และเจือจางโมโนโคลนอลแอนติบอดีดวย 
PBS ที่ความเจือจาง 1:5 – 1:640 และแลวทําการทดสอบดวยวิธี indirect ELISA ตามขั้นตอนในขอ 
3.4.2.3 
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3.4.4.3  การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดี ดวยวิธี competitive 
indirect ELISA โดยคิดเปนคา inhibition concentration (IC50) และ limit of detection (LOD) 

  
IC50 คือ คาความเขมขนของสารที่ทําใหคาดูดกลืนแสงในการทํา competitive 

indirect ELISA ลดลงครึ่งหนึ่ง เมื่อเทียบกับที่ไมมีสาร 
 
LOD คือ คาความเขมขนของสารที่นอยที่สุดที่สามารถตรวจวัดได 

 
   ก.  การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเคลนบูเทอรอล
และทดสอบปฏิกิริยาขามกับในกลุมบีตา-อะโกนิสต 
 
   เพื่อทดสอบดูวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ได มีความจําเพาะตอเคลนบู
เทอรอลหรือไม และเกิดปฏิกิริยาขามกับสารบีตา-อะโกนิสตชนิดอื่นหรือไม จึงทดสอบดวยวิธี 
competitive Indirect ELISA ถาโมโนโคลนอลแอนติบอดีมีความจําเพาะตอเคลนบูเทอรอล ก็จะทํา
ปฏิกิริยากับเคลนบูเทอรอลที่อยูในรูปอิสระ ทําใหคาดูดกลืนแสงลดลงเมื่อเทียบกับโมโนโคลนอล
แอนติบอดีที่ไมไดนําเคลนบูเทอรอลมาทําปฏิกิริยา และทําการทดสอบกับสารอื่นที่อยูในกลุมบีตา-
อะโกนิสต ไดแก ซัลบูทามอล, ซิมบูเทอรอล, บรอมบูเทอรอล, บรอมคลอรบูเทอรอล และ เคลนโพ
รพารอล โดยเตรียมสารเคลนบูเทอรอลและสารบีตา-อะโกนิสตทั้ง 6 สาร ที่ความเขมขน 0-100 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร แลวนําแตละความเขมขนมาผสมกับโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่เจือจางใน 
PBS โดยทําการผสมกันในอัตราสวน 1:1 (v/v) ทิ้งไวขามคืน แลวทําการทดสอบดวยวิธี indirect 
ELISA ตามขั้นตอนในขอ 3.4.2.3 

 
ข.  การทดสอบปฏิกิริยาขามโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอสารนอกกลุม

บีตา-อะโกนิสต 
 

   เพื่อทดสอบดูวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ได สามารถเกิดปฏิกิริยาขาม
กับสารนอกกลุมบีตา-อะโกนิสตหรือไม จึงทดสอบดวยวิธี Competitive indirect ELISA สารนอก
กลุมบีตา-อะโกนิสต ที่นํามาทดสอบ ไดแก เอนโรฟลอรกซาซิน นอรฟลอรกซาซิน คลอแรมเฟนิ
คอล เพนิซิลลิน ฟูราโซลิโดน เตตราไซคลิน ซัลฟาเมทาซีน และ สเตรปโตมัยซิน เตรียมสารทั้ง 8 
ชนิด ที่ความเขมขน 0-10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร แลวนําแตละความเขมขนมาผสมกับโมโนโคล
นอลแอนติบอดีที่เจือจางใน PBS โดยทําการผสมกันในอัตราสวน 1:1 (v/v) ทิ้งไวขามคืน  แลวทํา
การทดสอบดวยวิธี indirect ELISA ตามขั้นตอนในขอ 3.4.2.3 
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   นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดจากผล ELISA มาหาคา IC50 ดวยโปรแกรม 
GraphPad Prism 4.03  โดยคิดเปน 50% B/Bo   
 
  IC50  = 50% B/Bo  
 
เมื่อ B  คือ คาการดูดกลืนแสงของผล ELISA ที่มีแอนติเจนที่ตองการวัดปฏิกิริยาขามที่ความ
  เขมขนตางๆ        
 Bo  คือ คาการดูดกลืนแสงของผล ELISA ที่ไมมีแอนติเจนที่ตองการวัดปฏิกิริยาขาม 
 

  เมื่อทดสอบความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติอบดีตอสารเคลนบู 
เทอรอล และทดสอบปฏิกิริยาขามกับสารตางๆ แลวคํานวณเปนเปอรเซ็นตปฏิกิริยาขาม  
   (%cross-reactivity) โดยสูตรคํานวณ ดังนี้ 

 
เปอรเซ็นตปฏิกิริยาขาม  =      IC50 ของเคลนบูเทอรอล   x  100 
     
  

   และหาคา limit of detection (LOD) ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอสาร
เคลนบูเทอรอลโดยสูตรคํานวณดังนี้ 
 
 LOD   = Bo - 3SD 
 
เมื่อ Bo   คือ  คาดูดกลืนแสงของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไมผสมเคลนบูเทอรอล  
 SD   คือ คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
 
 
 3.4.5  การทําบริสุทธ์ิโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
 

3.4.5.1  การเตรียมอาหารเลี้ยงเซลลที่มีแอนติบอดี 
 

  นําเซลลไฮบริโดมาที่ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 3/9A มาเลี้ยงในอาหาร
เล้ียงเซลล RPMI-1640 ที่มี 10% FCS เพื่อใหเซลลไฮบริโดมาผลิตและหลั่งโมโนโคลนอล
แอนติบอดีออกมา ซ่ึงจะสะสมรวมอยูในอาหารเลี้ยงเซลล   

 IC50 ของสารที่ทดสอบ 
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3.4.5.2 การทําแอนติบอดีใหบริสุทธิ์โดยการใชโปรตีน เอ 
 

  นําโปรตีน เอ 1.5 กรัม มาทําใหพองตัว (swell) โดยแชใน PBS 10 มิลลิลิตร เปน
เวลา 1 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิหอง แลวนําไปเติมใสคอลัมน จากนั้นทําคอลัมนใหสมดุลโดยเติม 0.1 M 
phosphate buffer, pH 8 ลงในคอลัมนโปรตีน เอ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ปรับคาความเปนกรด-ดาง
ของอาหารเลี้ยงเซลลที่มีแอนติบอดีใหเทากับ pH 8.1 โดยใชบัฟเฟอร  1 M Tris, pH 9 กอนนํามา
เติมลงในคอลัมนโปรตีน เอโดยใหมีอัตราการไหล เทากับ 1 มิลลิลิตรตอนาที จากนั้นเติม 0.1 M 
phosphate buffer, pH 8 ลงในคอลัมนโปรตีน เอ ปริมาตร 30 มิลลิลิตร แลวทําการชะแอนติบอดี
ออกจากคอลัมนโปรตีน เอ โดยการเติม 0.1 M citrate buffer, pH 3 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร พรอมกับ
การใชหลอดทดลองที่มี 4 M Tris ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เก็บสารละลายที่ออกมาจากคอลัมน 
โปรตีน เอ โดยใหแตละหลอดมปีริมาตร 1 มิลลิลิตร  หลังจากนั้นนําสารละลายในแตละหลอดไป
วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร  แลวนําสารละลายในหลอดทดลองที่มีคาดูด
กลืนแสงมารวมกันกอนนําไปไดแอลิซิสใน PBS โดยเปลี่ยน PBS 5 คร้ัง 
 
  3.4.5.3  การหาปริมาณแอนติบอดีโดยการวัดคาดูดกลืนแสง 
   
  นําโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ทําใหบริสุทธิ์และทําไดแอไลซิสแลวไปวัดคาดูด
กลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร โดยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร จากนั้นนําคาดูดกลืนแสงที่ไดมา
คํานวณโดยใชสูตร ดังนี้ (Johnson และ Thorpe, 1987) 
   
ความเขมขนของแอนติบอดี   =    คาดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร        x   10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร
  
 

หมายเหตุ : คา extinction coefficient ของ IgG เทากับ 13.6 
 
 
3.4.6  การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังทําใหบริสุทธ์ิ 

 
 นําโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ทําใหบริสุทธิ์และทําไดแอไลซิสแลวมาทดสอบความไว 
ดวยวิธี competitive indirect ELISA ตามขั้นตอนในขอ 3.4.4.3 ก. 

คา extinction coefficient ที่ 280 นาโนเมตร 



 

บทที่  4 

ผลการวิจัยและวิจารณผลการวิจัย 
 

4.1  การเตรียมแอนติเจนเพื่อใชในการทํา Screening test 
  
 เนื่องจากสารเคลนบูเทอรอลเปนสารที่มีโมเลกุลขนาดเล็ก ที่เรียกวา แฮปเทน (Hapten) ไม
สามารถกระตุนระบบภูมิคุมกันของหนูใหสรางแอนติบอดีตอเคลนบูเทอรอลได ดังนั้นจึงตองเชื่อม
เคลนบูเทอรอลกับโปรตีนที่มีขนาดใหญ คือ KLH โดยไดรับสารเชื่อมตอนี้มาจาก บริษัท Abkem 
Iberia S.L. เพื่อใชในการฉีดกระตุนหนูทดลอง และไดทําการเชื่อมเคลนบูเทอรอลกับ BSA โดยวิธี
โซเดียมไนไตร ในหองปฏิบัติการเอง สําหรับการทดสอบดวยวิธี ELISA ตอไป ทั้งนี้เพื่อลด 
background ที่เกิดจากปฏิกิริยาระหวางแอนติบอดีตอ KLH เมื่อทําการเชื่อมแลวพบวา ไดสาร
ละลายที่มีลักษณะ สีเหลืองใส   
 

4.1.1 การวัดปริมาณโปรตีนของ CLB-BSA 
 
เมื่อทําการเชื่อม CLB-BSA แลวนําไปวัดปริมาณโปรตีนโดยวิธี Bicinchoninic Acid 

(BCA) Assay เพื่อหาความเขมขนที่แนนอนสําหรับใชในการทดลองตอไป โดยนําคาดูดกลืนแสงที่
ได เทียบกับคาดูดกลืนแสงของกราฟมาตรฐาน BSA ที่ความเขมขนตางๆ (กราฟมาตรฐาน BSA 
แสดงดังรูปผนวกที่ ก.1)  ซ่ึงผลการทดลองแสดง ดังตารางที่ 4.1 
 
 
ตารางที่ 4.1  คาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร ของสารเคลนบูเทอรอลที่เชื่อม        
        กับ BSA ที่ความเจือจางตางๆ  

 
ความเจือจาง  

(เทา) 
คาดูดกลืนแสงที่  
540 นาโนเมตร 

ปริมาณโปรตีน  
(มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 

10 0.380 3.80 
20 0.213 4.26 
40 0.104 4.16 

ปริมาณโปรตีนเฉลี่ย 4.07 
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จากผลการทดลอง พบวา สารเคลนบูเทอรอลที่เชื่อมกับ BSA ที่ความเจือจาง 1:10, 1:20 
และ 1:40 มีคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร เทากับ 0.380, 0.213 และ 0.104 ตาม
ลําดับ เมื่อเทียบกับกราฟมาตรฐาน BSA และคํานวณเปนปริมาณโปรตีนไดเทากับ 3.80, 4.26 และ 
4.16 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ คิดเปนปริมาณโปรตีนเฉลี่ย ไดเทากับ 4.07 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร 
 

4.1.2 การหาน้ําหนักโมเลกุลของ CLB-BSA 
 

 วิธีหนึ่งในการตรวจสอบผลของการเชื่อมตอเคลนบูเทอรอลเขากับ BSA คือการหาน้ําหนัก
โมเลกุลของสารเชื่อมตอที่ได เทียบกับน้ําหนักโมเลกุลของสารที่ไมไดทําการเชื่อม ซ่ึงสามารถวัด
ไดโดยอาศัยเทคนิค MALDI-TOF MS ผลการวิเคราะห พบวา น้ําหนักโมเลกุลของ BSA มีคาเทา
กับ 66,000.3 ดาลตัน และน้ําหนักโมเลกุลของสารที่ไดจากการเชื่อมตอ มีคาเทากับ 68,122.9 ดาล
ตัน (รูปที่ 4.1 และ 4.2) ซ่ึงน้ําหนักโมเลกุลของเคลนบูเทอรอล มีคาเทากับ 313.7 ดาลตัน ดังนั้นจึง
สามารถคิดเปนอัตราสวนโมเลกุลของเคลนบูเทอรอลที่ติดอยูบน BSA 1 โมเลกุล เทากับ 4.8 
โมเลกุล 
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รูปที่ 4.1   สเปกตรัมแสดงน้ําหนักโมเลกุลของ BSA โดยวิธี MALDI-TOF MS 
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รูปที่ 4.2   สเปกตรัมแสดงน้ําหนักโมเลกุลของ CLB-BSA โดยวิธี MALDI-TOF MS 
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4.2  การกระตุนภูมิคุมกันของหนูใหสรางแอนติบอดีตอเคลนบูเทอรอล 
 

จากการฉีดกระตุนหนูทดลองดวย CLB-KLH ใหสรางแอนติบอดีตอเคลนบูเทอรอล เพื่อ
นําซีรัมของหนูที่มีแอนติบอดีชนิดพอลิโคลนอลแอนติบอดีตอเคลนบูเทอรอลไปใชเปนตัวควบคุม
บวก ในขั้นตอนการตรวจหาเซลลไฮบริโดมาที่ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเคลนบูเทอรอล 
และนําเซลลมามจากหนูตัวที่มีระดับแอนติบอดีตอเคลนบูเทอรอลสูง ไปทําการหลอมรวมเซลลตอ
ไป ผลการทดสอบหาระดับแอนติบอดี และคาดูดกลืนที่ 492 นาโนเมตร เมื่อทดสอบดวยวิธี 
indirect ELISA แสดงดังตารางที่ 4.2 และ 4.3 ตามลําดับ 
 
ตารางที่ 4.2  ระดับแอนติบอดีของหนูที่ฉีดกระตุนดวย CLB-KLH  
 

หนูตัวที่ ระดับแอนติบอดี 
(antibody titer) 

จํานวนครั้งที่ฉีด
กระตุน 

1 1:32,000 4 
2 1:64,000 5 
3 1:64,000 7 
4 1:64,000 4 

 
 
 จากตารางที่ 4.2 แสดงระดับแอนติบอดีของหนูแตละตัว ที่ฉีดกระตุนดวย CLB-KLH โดย
หาระดับแอนติบอดีจากคาดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร ซ่ึงมีคาดูดกลืนแสงประมาณ 0.2 (ตารางที่ 
4.3) โดยไดฉีดกระตุนหนูทั้งหมด 3 ชุด คือ 
 หนูชุดที่ 1 คือ หนูตัวที่ 1 และตัวที่ 2 
      หนูตัวที่ 1 ฉีดกระตุน 4 คร้ัง จึงนําเซลลมามของหนูไปทําการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 1 
      หนูตัวที่ 2 ฉีดกระตุน 5 คร้ัง จึงนําเซลลมามของหนูไปทําการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 2 
 หนูชุดที่ 2 คือ หนูตัวที่ 3  
               ฉีดกระตุน 7 คร้ัง จึงนําเซลลมามของหนูไปทําการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 3 
 หนูชุดที่ 3 คือ หนูตัวที่ 4  
                      ฉีดกระตุน 4 คร้ัง จึงนําเซลลมามของหนูไปทําการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 4 
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ตารางที่ 4.3  คาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร ในการทํา indirect ELISA ของซีรัมหนู
        ที่ความเจือจางตางๆ 
 

คาดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร ของหนูตัวที่  
ความเจือจาง 1 2 3 4 

1:500 1.010 1.988 2.560 3.008 
1:1,000 1.061 1.754 2.115 2.228 
1:2,000 0.916 1.051 1.441 1.497 
1:4,000 0.335 0.723 0.776 1.025 
1:8,000 0.313 0.564 0.629 0.773 
1:16,000 0.268 0.421 0.387 0.531 
1:32,000 0.223 0.306 0.299 0.383 
1:64,000 0.132 0.201 0.185 0.198 
1:128,000 0.064 0.124 0.113 0.129 
ซีรัมหนูกอน
กระตุน 1:2000 

0.059 0.085 0.060 0.042 

 
 
4.3  การเตรียมเซลลไฮบริโดมาที่ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
 
 4.3.1  การหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 1 (Fusion 1) 
 
 หลังจากทําการหลอมรวมเซลลมามของหนูตัวที่ 1 กับเซลลไมอีโลมา แลวทําการแบงเล้ียง
เซลลในจานชนิด 96 หลุม หลุมละ 100 ไมโครลิตร จํานวน 576 หลุม (6 จาน)โดยภายหลังการ
หลอมรวมเซลลแลวประมาณ 1 สัปดาห นําจานชนิด 96 หลุม มาตรวจดูดวยกลองจุลทรรศนชนิด
หัวกลับ   ( inverted microscope) พบวา เซลลมามและเซลลมัยอีโลมาที่ไมหลอมรวมตายหมดแลว 
และพบเซลลไฮบริโดมามีลักษณะเปนโคโลนีขนาดเล็กในหลุม โดยพบโคโลนีของเซลลไฮบริโด
มามีประมาณ 60% ของหลุมทั้งหมดที่ทําการแบงเล้ียง จากนั้นจึงทําการเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาตอ
โดยเปลี่ยนอาหารทุกๆ 3 วัน จนโคโลนีเพิ่มจํานวนมากขึ้นประมาณ 2/3 ของหลุม จึงทําการตรวจ
หาเซลลไฮบริโดมาที่ผลิตแอนติบอดีตอเคลนบูเทอรอล โดยนําอาหารที่เล้ียงเซลลไปทดสอบดวย
วิธี indirect ELISA เมื่อพบเซลลไฮบริโดมาที่ตองการจึงทําการยายเซลลจากหลุมในจานชนิด 96 
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หลุม ไปใสลงในหลุมของจานชนิด 24 หลุม ซ่ึงหลุมจะมีขนาดใหญขึ้น เพื่อใหเซลลเพิ่มจํานวน
กอนที่จะนําไปทําการแยกใหไดเซลลเดี่ยวๆ เมื่อทําการตรวจหาแอนติบอดีตอเคลนบูเทอรอลใน
อาหารเลี้ยงเซลลจากหลุมในจานชนิด 24 หลุม พบวา เซลลไดสูญเสียคุณสมบัติการผลิตแอนติบอดี
ตอเคลนบูเทอรอลไป 
  

4.3.2  การหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 2 (Fusion 2) 
 
หลังจากทําการหลอมรวมเซลลมามหนูตัวที่ 2 กับเซลลไมอีโลมา แลวทําการแบงเล้ียง

เซลลในจานชนิด 96 หลุม หลุมละ 100 ไมโครลิตร จํานวน 576 หลุม (6 จาน) หลังจากนั้นประมาณ 
3 วัน นําจานชนิด 96 หลุม มาตรวจดูดวยกลองจุลทรรศนชนิดหัวกลับ พบวา เกิดการปนเปอน 
(contamination) ในบางหลุมจึงทําการกําจัดทิ้ง และภายหลังการเชื่อมเซลลแลวประมาณ 1 สัปดาห 
พบวา เซลลมามและเซลลมัยอีโลมาที่ไมหลอมรวมตายหมดแลว แตในหลุมมีเซลลไฟโบรบลาสต 
(fibroblast) จํานวนมาก และพบเซลลไฮบริโดมามีลักษณะเปนโคโลนีขนาดเล็กในหลุม โดยพบโค
โลนีของเซลลไฮบริโดมามีประมาณ 15% ของหลุมทั้งหมดที่ทําการแบงเล้ียง จากนั้นจึงทําการเลี้ยง
เซลลไฮบริโดมาตอโดยเปลี่ยนอาหารทุกๆ 3 วัน จนโคโลนีมีขนาดใหญขึ้นและโตประมาณ 2/3 
ของหลุม จึงทําการตรวจหาเซลลไฮบริโดมาที่ผลิตแอนติบอดีตอเคลนบูเทอรอล โดยนําอาหารเลี้ยง
เซลลไปทดสอบดวยวิธี Indirect ELISA แตไมพบเซลลที่ผลิตแอนติบอดีตอเคลนบูเทอรอล  
 
 4.3.3  การหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 3 (Fusion 3) 
 
  4.3.3.1  การทดสอบหาความจําเพาะของแอนติบอดีตอเคลนบูเทอรอลในซีรัม โดย
วิธี  competitive indirect  ELISA  
 
  จากการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 1 และ 2 ซึ่งไมไดเซลลไฮบริโดมาที่ผลิตแอนติบอดี
ตอเคลนบูเทอรอล อาจคาดเดาไดวาในซีรัมหนูไมมีแอนติบอดีที่จําเพาะตอเคลนบูเทอรอล ดังนั้น 
กอนทําการหลอมรวมเซลลคร้ังตอไป จึงนําซีรัมของหนูตัวที่จะนํามามมาทําการหลอมรวมเซลลมา
ทดสอบกับสารเคลนบูเทอรอลในรูปอิสระ เพื่อใหยืนยันวามีเซลลมามที่ผลิตแอนติบอดีตอเคลนบู
เทอรอลจริง 
  จากการนําซีรัมหนูตัวที่ 3 ที่ความเจือจาง 1:1000 มาตรวจสอบดูวาหนูมีแอนติบอดี
ที่จําเพาะตอสารเคลนบูเทอรอลในรูปอสิระหรือไม ถาหนูมีแอนติบอดีตอเคลนบูเทอรอลในรูป
อิสระแอนติบอดีที่อยูในซีรัมจะทําปฏิกิริยากับเคลนบูเทอรอลที่อยูในรูปอิสระ ทําใหคาดูดกลืนแสง
ลดลงเมื่อเทียบกับซีรัมที่ไมไดนําเคลนบูเทอรอลมาทําปฏิกิริยา จากผลการทดลอง (รูปที่ 4.3) พบวา 
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คาดูดกลืนแสงลดลงเมื่อความเขมขนของสารเคลนบูเทอรอลเพิ่มขึ้น แสดงวา ในซีรัมของหนูตัวที่ 3 
มีแอนติบอดีที่จําเพาะตอเคลนบูเทอรอลในรูปอิสระ จึงนํามามมาทําการหลอมรวมเซลล และ
เปรียบเทียบคาดูดกลืนแสงเมื่อเคลือบจานชนิด 96 หลุม ดวย CLB-BSA และ BSA พบวา ในซีรัมมี
แอนติบอดีที่สามารถทําปฏิกิริยาขามกับ BSA ไดบางสวน 
 

10-1 100 101 102
0.0
0.2
0.4
0.6
0.8
1.0
1.2
1.4
1.6
1.8
2.0

coat 2 ug/ml CLB-BSA
coat 2 ug/ml BSA

clenbuterol (ug/ml)

A
bs

 4
92

 n
m

 
รูปที่ 4.3  ผลการทดสอบหาความจําเพาะของแอนติบอดีตอเคลนบูเทอรอลในซีรัมของหนูตัวที่ 3  
  โดยวิธี competitive indirect  ELISA  
 
 

4.3.3.2  ผลการหลอมรวมเซลล 
 

หลังจากทําการหลอมรวมเซลลมามของหนูตัวที่ 3  กับเซลลไมอีโลมา(Fusion 3) 
ซ่ึงหนูถูกฉีดกระตุนดวย CLB-KLH แลวทําการแบงเล้ียงเซลลในจานชนิด 96 หลุม หลุมละ 100 
ไมโครลิตร จํานวน 480 หลุม (5 จาน) โดยภายหลังการหลอมรวมเซลลแลวประมาณ 1 สัปดาห นํา 
จานชนิด 96 หลุม มาตรวจดูดวยกลองจุลทรรศนชนิดหัวกลับ พบวา เซลลมามและเซลลไมอีโลมา
ที่ไมหลอมรวมตายหมดแลว และพบเซลลไฮบริโดมามีลักษณะเปนโคโลนีขนาดเล็กในหลุม โดย
พบโคโลนีของเซลลไฮบริโดมามีประมาณ 36% ของหลุมทั้งหมดที่ทําการแบงเล้ียง จากนั้นจึงทํา
การเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาตอโดยเปลี่ยนอาหารทุกๆ 3 วัน จนโคโลนีมีขนาดใหญขึ้นและโต
ประมาณ 2/3 ของหลุม จึงทําการตรวจหาเซลลไฮบริโดมาที่ผลิตแอนติบอดีตอเคลนบูเทอรอล โดย
นําอาหารเลี้ยงเซลลไปทดสอบดวยวิธี Indirect ELISA พบวา เซลลไฮบริโดมาในหลุม 3/9B เทานั้น
ที่ผลิตแอนติบอดีตอเคลนบูเทอรอล จึงทําการโคลนเซลลและเจือจางใหไดโคลนเดี่ยวซํ้า 3 คร้ัง เพื่อ
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ใหแนใจวาเปนโมโนโคลนที่ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเคลนบูเทอรอล โดยมีคาดูดกลืนแสง
ที่ทําการตรวจสอบแตละครั้ง ดังตารางที่ 4.4 

 
 

ตารางที่ 4.4  คาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร ในการทํา indirect ELISA ของอาหาร
         เล้ียงเซลลไฮบริโดมาที่ผลิตแอนติบอดีตอเคลนบูเทอรอล   
        

คาดูดกลืนแสงของการโคลนเซลล รหัสเซลลไฮบริโดมา 
คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ังที่ 3 

3/9B 0.982 1.538 1.289 
*ตัวควบคุมบวก 0.823 1.177 1.081 
*ตัวควบคุมลบ 0.061 0.058 0.049 

 
* : ตัวควบคุมบวก คือ ซีรัมของหนูที่นํามามมาหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 3 ที่ความเจือจาง 1:2000 ใน 
             PBS 
      ตัวควบคุมลบ  คือ  ซีรัมของหนูกอนไดรับการกระตุน (preimmune) ที่ความเจือจาง 1:2000 ใน 
             PBS 
 
 
 4.3.4  การหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 4 (Fusion 4) 
 
  4.3.4.1  การทดสอบหาความจําเพาะของแอนติบอดีตอเคลนบูเทอรอลในซีรัม โดย
วิธี  competitive indirect  ELISA  
  
  จากการนําซีรัมหนูตัวที่ 4 ที่ความเจือจาง 1:4000 มาตรวจสอบดูวาหนูมีแอนติบอดี
ที่จําเพาะตอสารเคลนบูเทอรอลในรูปอิสระหรือไม ถาหนูมีแอนติบอดีตอเคลนบูเทอรอลในรูป
อิสระแอนติบอดีที่อยูในซีรัมจะทําปฏิกิริยากับเคลนบูเทอรอลที่อยูในรูปอิสระ ทําใหคาดูดกลืนแสง
ลดลงเมื่อเทียบกับซีรัมที่ไมไดนําเคลนบูเทอรอลมาทําปฏิกิริยา จากผลการทดลอง (รูปที่ 4.4) พบวา 
คาดูดกลืนแสงลดลงเมื่อความเขมขนของสารเคลนบูเทอรอลเพิ่มขึ้น แสดงวา ในซีรัมของหนูตัวที่ 3 
มีแอนติบอดีที่จําเพาะตอเคลนบูเทอรอลในรูปอิสระ จึงนํามามมาทําการหลอมรวมเซลล และ
เปรียบเทียบคาดูดกลืนแสงเมื่อเคลือบจานชนิด 96 หลุม ดวย CLB-BSA และ BSA พบวา ในซีรัมมี
แอนติบอดีที่สามารถทําปฏิกิริยาขามกับ BSA ไดบางสวน 
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รูปที่ 4.4  ผลการทดสอบหาความจําเพาะของแอนติบอดีตอเคลนบูเทอรอลในซีรัมของ 
                หนูตัวที่ 4  ดวยวิธี  Indirect  ELISA  
 
 
  4.3.4.2  ผลการหลอมรวมเซลล 
 

หลังจากทําการเชื่อมเซลลมามของหนูตัวที่ 4 กับเซลลไมอีโลมา (Fusion 4) ซ่ึงหนู
ถูกฉีดกระตุนดวยเคลนบูเทอรอลที่ติดกับ KLH (CLB-KLH) แลวทําการแบงเล้ียงเซลลในจานชนิด 
96 หลุม หลุมละ 100 ไมโครลิตร จํานวน 576 หลุม (5 plate) โดยภายหลังการหลอมรวมเซลลแลว
ประมาณ 1 สัปดาห นําจานชนิด 96 หลุม มาตรวจดูดวยกลองจุลทรรศนชนิดหัวกลับ พบวา เซลล
มามและเซลลไมอีโลมาที่ไมหลอมรวมตายหมดแลว และพบเซลลไฮบริโดมามีลักษณะเปนโคโลนี
ขนาดเล็กในหลุม โดยพบโคโลนีของเซลลไฮบริโดมามีประมาณ 94% ของหลุมทั้งหมดที่ทําการ
แบงเล้ียง จากนั้นจึงทําการเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาตอโดยเปลี่ยนอาหารทุกๆ 3 วัน จนโคโลนีมีขนาด
ใหญขึ้นและโตประมาณ 2/3 ของหลุม จึงทําการตรวจหาเซลลไฮบริโดมาที่ผลิตแอนติบอดีตอ 
เคลนบูเทอรอล โดยนําอาหารเลี้ยงเซลลไปทดสอบดวยวิธี Indirect ELISA พบเซลลไฮบริโดมาที่มี
คุณสมบัติสามารถสรางแอนติบอดีตอเคลนบูเทอรอลจํานวน 6 หลุม คือ เซลลในหลุม 1/7C, 1/11G, 
3/9A, 3/6C, 6/11D และ 6/11G  จึงทําการโคลนเซลลและเจือจางใหไดโคลนเดี่ยวซํ้า 3 คร้ังจนแนใจ
วาเปนโมโนโคลนที่ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเคลนบูเทอรอล  โดยมีคาดูดกลืนแสงที่ทํา
การตรวจสอบแตละครั้ง ดังตารางที่ 4.5  
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ตารางที่ 4.5  คาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร ในการทํา indirect ELISA ของอาหาร
         เล้ียงเซลลไฮบริโดมาที่ผลิตแอนติบอดีตอเคลนบูเทอรอล  
         

คาดูดกลืนแสงของการโคลนเซลล รหัสเซลลไฮบริโดมา 
คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ังที่ 3 

1/7C 2.471 2.188 2.604 
1/11G 2.712 2.081 1.695 
3/9A 1.582 2.129 1.828 
3/6C 2.335 2.889 2.312 

6/11D 2.007 1.836 1.226 
6/11G 1.279 1.212 1.521 

*ตัวควบคุมบวก 1.378 1.021 1.485 
*ตัวควบคุมลบ 0.059 0.074 0.064 

  
* : ตัวควบคุมบวก คือ ซีรัมของหนูที่นํามามมาหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 4 ที่ความเจือจาง 1: 4000 ใน 
            PBS 
      ตัวควบคุมลบ คือ   ซีรัมของหนูกอนไดรับการกระตุน (preimmune) ที่ความเจือจาง 1: 4000 ใน 
            PBS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 
 
 
 
 ตารางที่ 4.6  สรุปผลการหลอมรวมเซลล อัตราสวนเซลลไฮบริโดมาและหลุมที่ใหผลบวกในการคัดกรอง ภายหลังการหลอมรวมเซลล 
 

อัตราสวนที่ไดเซลลไฮบริโดมา อัตราสวนของหลุมที่ใหผลบวก หนูตัวที่ การหลอมรวม
เซลลครั้งที่ 

จํานวนหลุม
ทั้งหมด 

 
จํานวนหลุมที่ได 
เซลลไฮบริโดมา 

เปอรเซ็นต (%) จํานวนหลุมที่ใหผล
บวกในการคัดกรอง 

เปอรเซ็นต (%) 

1  1 480 288 60.0 0 0 
2  2 480 72 15.0 0 0 
3  3 480 175 36.5 1 0.21 
4 4 576 541 93.9 6 1.04 
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4.4  การศึกษาลักษณะเบื้องตนของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
  
 4.4.1 ผลการตรวจสอบไอโซไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
 

ผลการตรวจสอบไอโซไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากเซลลไฮบริโดมาโคลนที่คัด 
เลือกมาแลว คือ โมโนโคลนเบอร 3/9B  1/7C  1/11G  3/9A  3/6C  6/11D และ 6/11G  พบวา โมโน
โคลนอลแอนติบอดีที่ไดทั้งหมดเปนชนิด IgG1  ซ่ึงผลการทดสอบไอโซไทป แสดงดังตารางที่ 4.7 
 
 
ตารางที่ 4.7  คาดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร จากการตรวจหาไอโซไทปของโมโนโคลนอล         
        แอนติบอดี โดยวิธี Indirect ELISA 
 

Immunoglobulin isotype รหัสเซลลไฮบริ
โดมา IgG1 IgG2a IgG2b IgG3 IgA IgM 
3/9B 0.751 0.103 0.190 0.331 0.087 0.277 
1/7C 1.317 0.131 0.193 0.172 0.066 0.362 

1/11G 1.192 0.141 0.301 0.225 0.079 0.260 
3/9A 1.119 0.127 0.484 0.373 0.077 0.428 
3/6C 1.277 0.138 0.206 0.260 0.107 0.275 

6/11D 0.884 0.101 0.191 0.329 0.076 0.309 
6/11G 1.253 0.127 0.192 0.179 0.076 0.371 

ตัวควบคุมบวก 
( IgG3 ) 

0.124 0.308 0.362 1.921 0.090 0.259 

 
หมายเหตุ : คาที่แสดงโดยตัวอักษรทึบ คือ คาที่ใหผลบวก 
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 4.4.2  การหาความเจือจางของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่เหมาะสมในการนําไปทดสอบ
ความจําเพาะและปฏิกิริยาขาม ดวยวิธี indirect ELISA 

 
ผลการทดสอบหาความเจือจางที่เหมาะสม (ตารางที่ 4.8) เพื่อนําความเจือจางที่ไดนี้ไปใช

สําหรับการทดสอบคุณสมบัติตางๆ ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี โดยเลือกความเจือจางที่มีคาดูด
กลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร ประมาณ 0.8-1.0 ดังนั้น โมโนโคลนอลแอนติบอดี 3/9B, 1/7C, 1/11G, 
3/9A, 3/6C, 6/11D และ 6/11G จึงเลือกที่ความเจือจาง 1:20, 1: 160, 1:80, 1:80, 1:160, 1:10 และ 
1:20  เพื่อนําไปใชในการทดสอบคุณสมบัติตอไปตามลําดับ  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 
 
ตารางที่ 4.8  คาดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร ในการทํา indirect ELISA ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ความเจือจางตางๆ 
 

โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ความเจือจาง รหัสเซลล
ไฮบริโดมา ไมเจือจาง 1:5 1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 1:640 

3/9B 2.793 2.337 1.633 1.018 0.561 0.259 0.159 0.106 0.124 
1/7C 2.867 2.731 2.359 2.267 1.885 1.470 1.016 0.625 0.889 

1/11G 2.909 2.753 2.027 2.207 1.339 1.001 0.621 0.407 0.536 
3/9A 2.424 2.430 1.931 1.517 1.276 0.986 0.835 0.605 0.692 
3/6C 2.632 2.539 2.186 2.253 1.817 1.457 0.984 0.560 0.643 

6/11D 1.388 1.307 0.808 0.611 0.381 0.217 0.150 0.078 0.094 
6/11G 1.794 1.459 1.124 0.855 0.604 0.404 0.259 0.177 0.200 

 
หมายเหตุ : คาที่แสดงโดยตัวอักษรทึบ คือ คาที่ใหผลบวก 
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4.4.3 การทดสอบหาความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดี ดวยวิธี competitive indirect 

ELISA 
   
  4.4.3.1  การทดสอบหาความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอสาร 
เคลนบูเทอรอลและทดสอบปฏิกิริยาขามกับสารในกลุมบีตา-อะโกนิสต 

 
 จากการทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติอบดีตอสารเคลนบูเทอรอล (รูป

ที่ 4.5) และทดสอบปฏิกิริยาขามกับสารในกลุมบีตา-อะโกนิสตตางๆ แลว คํานวณเปนคา 50% 
inhibition concentration (IC50) และ เปอรเซ็นตปฏิกิริยาขาม แสดงดังตารางที่ 4.9 และ 4.10 
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      รูปที่ 4.5  การทดสอบความจําเพาะของโมโคลนอลแอนติบอดีตอสารเคลนบูเทอรอล 
 
 
  ผลการทดสอบหาคา IC50 ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้ง 7 โคลน ตอสารเคลน
บูเทอรอล พบวา คา IC50 อยูในชวง 0.08-0.72 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ คา LOD อยูในชวง 5-
198 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร (ตารางที่ 4.9) โดยที่โมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 3/9A มีคา IC50 
เทากับ 0.08  ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ LOD เทากับ 5 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลาํดับ แสดงวา
มี ความไว (sensivity) สูงที่สุด และรองลงมา คือ โคลน 6/11D มีคา IC50 เทากับ 0.23 ไมโครกรัม
ตอมิลลิลิตร และคา LOD เทากับ 8 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร (กราฟหาคา IC50 และ LOD ของโมโน
โคลนอลแอนติบอดีตอสารตางๆ แสดงดังรูปผนวกที่ ก.2-ก.43) 
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ตารางที่ 4.9  คา IC50 และ LOD ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนตาง ๆ ตอเคลนบูเทอรอล 

รหัสเซลลไฮบริโดมาของ       
โมโนโคลนอลแอนติบอดี 

IC50  
(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

LOD 
(นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) 

3/9B 0.26 13 

1/7C 0.38 198 

1/11G 0.28 42 

3/9A 0.08 5 

3/6C 0.72 172 

6/11D 0.23 8 

6/11G 0.46 45 

 
 
ตารางที่ 4.10  คา IC50 ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอสารเคลนบูเทอรอลและสารในกลุม 
   บีตา-อะโกนิสต 

รหัสเซลลไฮบริโดมาของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
ชนิดสาร 

3/9B 1/7C 1/11G 3/9A 3/6C 6/11D 6/11G 

เคลนบูเทอรอล 0.26 0.38 0.28 0.08 0.72 0.23 0.46 

ซัลบูทามอล 0.39 1.05 0.49 1.08 0.80 0.49 0.43 

ซิมบูเทอรอล 0.16 0.50 0.43 0.50 0.22 0.22 0.44 

บรอมบูเทอรอล 0.13 0.45 0.21 0.07 0.46 0.50 0.34 

บรอมคลอรบู 
เทอรอล 0.12 0.33 0.26 0.10 0.55 0.28 0.28 

เคลนโพรเพอรอล 0.52 1.01 0.76 0.42 0.77 0.97 0.60 
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ตารางที่ 4.11  เปอรเซ็นตปฏิกิริยาขามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอสารเคลนบูเทอรอลและ
   สารในกลุมบีตา-อะโกนิสต 

รหัสเซลลไฮบริโดมาของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
ชนิดสาร 

3/9B 1/7C 1/11G 3/9A 3/6C 6/11D 6/11G 

เคลนบูเทอรอล 100 100 100 100 100 100 100 

ซัลบูทามอล 66.66 36.19 57.14 7.41 90.0 46.94 86.05 

ซิมบูเทอรอล 162.5 76.0 65.12 16.0 313.04 104.54 84.09 

บรอมบูเทอรอล 200.0 84.44 133.33 114.29 156.52 46.0 108.82 

บรอมคลอรบู 
เทอรอล 216.66 115.15 107.69 80.0 130.9 82.14 132.14 

เคลนโพรเพอรอล 50.0 37.62 36.84 19.05 93.51 23.17 61.66 

   
  และเมื่อทดสอบปฏิกิริยาขามกับสารในกลุมบีตา-โกนิสต พบวา ทุกโคลนเกิด
ปฏิกิริยาขามกับสารตาง ๆ โดยมีปฏิกิริยาขามอยูในชวง 7.41- 313 เปอรเซ็นต (ตารางที่ 4.10) การที่
ทุกโคลนสามารถเกิดปฏิกิริยาขามกับสารตางๆ ได ทั้งนี้อาจเปนเพราะ โครงสรางหลักของสารใน
กลุมนี้มีความเหมือนกัน (รูปที่ 2.3) ซ่ึงโมโนโคลนอลแอนติบอดีอาจจําเพาะตอสวนของโครงสราง
หลัก ทําใหเกิดปฏิกิริยาขามกับสารตางๆ ได ดังนั้น จึงเลือกโคลน 3/9A และ 6/11D เปนตัวแทน
ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีมาทดสอบคุณสมบัติตอไป เนื่องจากเปนโคลนที่มีความไวสูงที่สุด 
และมีปฏิกิริยาขามกับสารในกลุมบีตา-อะโกนิสตทุกสาร  
 
  4.4.3.2  การทดสอบปฏิกิริยาขามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอสารนอก 
กลุมบีตา-อะโกนิสต 

 
 จากการทดสอบปฏิกิริยาขามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 3/9A (รูปที่ 4.5) 

และ 6/11D (และรูปที่ 4.6) ตอสารนอกกลุมบีตา-อะโกนิสตตางๆ แลว พบวา เกิดปฏิกิริยาขามกับ
สารตาง ๆ ต่ํา เพราะ เมื่อใชความเขมขนของสารถึง 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร คาดูดกลืนแสงไม
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 4.7  competitive ELISA -
 6/11D 
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 4.7  competitive ELISA -
     6/11D 

 4.12  IC50 
          3/9A  6/11D 

3/9A 6/11D 
IC50 IC50

 0.08 100 0.23 100 
 1.08 7.41 0.49 46.94 
 0.50 16.0 0.22 104.54 

 0.07 114.29 0.50 46.0 
 0.10 80.0 0.28 82.14 

 0.42 19.05 0.97 23.17 
 > 10 < 1 > 10 < 1 

 > 10 < 1 > 10 < 1 
 > 10 < 1 > 10 < 1 

 > 10 < 1 > 10 < 1 
 > 10 < 1 > 10 < 1 
 > 10 < 1 > 10 < 1 
 > 10 < 1 > 10 < 1 

 > 10 < 1 > 10 < 1 
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4.5  การทําบริสุทธ์ิโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
 

4.5.1  การเตรียมอาหารเลี้ยงเซลลที่มีแอนติบอดี 
 
จากผลการทดลองขางตนพบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 3/9A มีความไว

สูงที่สุด ดังนั้นจึงเลือกเซลลไฮบริโดมาจากโคลนนี้มาเพิ่มจํานวนและเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลลจน
ไดแอนติบอดีปริมาณมากสะสมอยูในอาหารเลี้ยงเซลลปริมาตร 400 มิลลิลิตร 

 
4.5.2 การทําแอนติบอดีใหบริสุทธิ์โดยการใชโปรตีน เอ 
 
จากการนําอาหารเลี้ยงเซลลที่มีแอนติบอดีมาทําใหบริสุทธิ์โดยการใช โปรตีน เอ 

ซ่ึงแอนติบอดีจะมีสัมพรรคภาพสูงตอโปรตีน เอ ที่ pH 8 โดยที่โปรตีนและสารอื่น ๆ ในอาหารเลี้ยง
เซลลจะไมจับกับโปรตีน เอ แตที่คา pH ต่ําลงสัมพรรคภาพของแอนติบอดีตอโปรตีน เอ จะลดลง   
ซ่ึงที่คา pH 3 นั้นแอนติบอดีทั้งหมดจะถูกชะออกจากคอลัมนโปรตีน เอ จึงสามารถแยกแอนติบอดี
ออกจากอาหารเลี้ยงเซลลได จากการทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหบริสุทธิ์ไดผลการทดลองดัง
รูปที่ 4.8    พบวา ในหลอดทดลองที่ 9 ถึงหลอดที่ 14 นั้นมีแอนติบอดีที่บริสุทธิ์อยูในความเขมขน
สูงจึงไดนําแอนติบอดีมารวมกันและนําไปทําไดแอลิซิสดวย PBS ทั้งหมด 5 คร้ัง  
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รูปที่ 4.8 สเปกตรัมคาการดูดกลืนแสงของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ 
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  4.5.3  การหาปริมาณแอนติบอดีโดยการวัดคาดูดกลืนแสง 
 
  จากการนําแอนติบอดีที่ไดจากการทําใหบริสุทธิ์มาวัดคาดูดกลืนแสงที่ 280 นาโน
เมตร เพื่อหาความความเขมขนของแอนติบอดี พบวา คาดูดกลืนแสงที่ความเจือจาง 1:2 เทากับ 
0.639 เมื่อคิดเปนปริมาณโปรตีนไดเทากับ 0.94 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร   
 
 
 
4.6  การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังทําใหบริสุทธ์ิ 
 
 จากการนําโมโนโคลแอนติบอดีโคลน 3/9A ที่ทําใหบริสุทธิ์แลวมาทดสอบความไว พบวา 
มีคา IC50 เทากับ 4 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร และ LOD เทากับ 0.2 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ 
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รูปที่ 4.9 การทดสอบความไวของโมโคลนอลแอนติบอดีโคลน 3/9A หลังทําใหบริสุทธิ์ตอสาร 

 เคลนบูเทอรอล 
 
 
 



บทที่  5 
 

สรุปผลการวิจัย 
 

หลังจากทําการเชื่อมเคลนบูเทอรอลกับ BSA แลว เมื่อคิดเปนปริมาณโปรตีนของสารเคลน
บูเทอรอลที่เชื่อมกับ BSA ไดเทากับ 4.07 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และเมื่อทดสอบดวยวิธี MALDI-
TOF MS พบวา น้ําหนักโมเลกุลของ BSA ที่ได เทากับ 66,600.346 และน้ําหนักโมเลกุลของเคลนบู
เทอรอลเชื่อมติดกับ BSA ที่ได เทากับ 68,122.942 เมื่อคิดเปนอัตราสวนที่เชื่อมติดระหวาง BSA  
กับ เคลนบูเทอรอล (BSA : CLB) เทากับ 1 : 4.8  

หลังจากฉีดกระตุนหนูดวย CLB-KLH แลวนําเซลลมามของหนูมาหลอมรวมกับเซลลมัยอี
โลมา โดยภายหลังการหลอมรวมครั้งที่ 1 และ 2 ไมไดโมโนโคลนอลแอนติบอดี ในครั้งที่ 3 ไดโม
โนโคลนอลแอนติบอดีจํานวน 1 โคลน คือ โมโนโคลน 3/9B และในครั้งที่ 4 ไดโมโนโคลนอล
แอนติบอดีจํานวน 6 โคลน คือ โมโนโคลน 1/7C  1/11G  3/9A  3/6C  6/11D และ 6/11G      

เมื่อศึกษาลักษณะเบื้องตนของโมโนโคลนอลแอนติบอดี โดยไดตรวจหาไอโซไทปของ 
โมโนโคลนอลแอนติบอดี พบวา โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดทั้งหมดเปนไอโซไทป IgG1  มีคา  
IC50 อยูในชวง 0.08-0.72 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และคา LOD อยูในชวง 5-198 นาโนกรัมตอ
มิลลิลิตร และเมื่อทดสอบปฏิกิริยาขามกับสารในกลุมบีตา-อะโกนิสต พบวา ทุกโคลนเกิดปฏิกิริยา
ขามกับสารตาง ๆ โดยมีปฏิกิริยาขามอยูในชวง 7.41- 313.04 เปอรเซ็นต   จึงเลือกโคลน 3/9A และ 
6/11D เปนตัวแทนของโมโนโคลนอลแอนติบอดีมาทดสอบคุณสมบัติตอไป เนื่องจากเปนโคลนที่
มีความไวสูงที่สุด โดยมีคา LOD เทากับ 5 และ 8 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ และมีปฏิกิริยา
ขามกับสารในกลุมบีตา-อะโกนิสตทุกสาร เมื่อทดสอบปฏิกิริยาขามกับสารนอกกลุมบีตา-อะโก
นิสตของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 3/9A และ 6/11D พบวา เกิดปฏิกิริยาขามกับสารตาง ๆ 
ต่ํา และคิดเปน IC50 และ เปอรเซ็นตปฏิกิริยาขาม ไดมากกวา 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และนอย
กวา 1 เปอรเซ็นต ตามลําดับ  
 เมื่อนําโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 3/9A ซ่ึงเปนโคลนที่มีความไวสูงที่สุดมาทําให
บริสุทธิ์ดวยโปรตีน เอ และหาความเขมไดเทากับ 0.573 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และเมื่อนําไป
ทดสอบความไวหลังทําใหบริสุทธิ์แลว พบวามีคา IC50 และคา LOD เทากับ 4 และ 0.2 นาโนกรัม
ตอมิลลิลิตร ตามลําดับ 
 จากคา IC50 และคา LOD ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตได พบวา คาที่ไดสูงกวาคา 
MRLs ซ่ึงกําหนดโดยสหภาพยุโรป ดังนั้น ในการนําไปผลิตเปนชุดตรวจสอบโดยวิธี ELISA จะ
ตองเพิ่มความไวใหแกโมโนโคลนอลแอนติบอดี โดยอาจใชวิธีเพิ่มสัญญาณของแอนติบอดีโดยใช 
biotin-strepavidin 
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 โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจากการวิจัยในครั้งนี้ สามารถนําไปพัฒนาเปนชุดตรวจที่
อาศัยหลักการ ELISA ประเภท direct ELISA และ competitive ELISA ได และเนื่องจากโมโนโคล
นอลแอนติบอดีมีความจําเพาะตอเคลนบูเทอรอลและมีปฏิกิริยาขามกับสารในกลุมเบตา-อะโกนิสต 
จึงสามารถนําไปพัฒนาเปนชุดตรวจสําหรับตรวจเคลนบูเทอรอลและสารในกลุมบีตา-อะโกนิสตที่
ตกคางในอาหารสําหรับบริโภคได 
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ภาคผนวก ก 
 

ตารางผนวกที่ ก.1  คาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร ของสารละลายโปรตีนมาตรฐาน 
 

 ปริมาณ
โปรตีน(ug/ml) A540 

0 0 
5 0.002 
10 0.004 
25 0.008 
50 0.063 
125 0.165 
250 0.318 
500 0.559 
750 0.761 
1000 0.921 

 

 

y = 0.001x
R2 = 0.9849
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  รูปผนวกที่ ก.1  กราฟโปรตีนมาตรฐาน 
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รูปผนวกที่ ก.2   กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี 3/9B ตอสารเคลนบูเทอรอลดวย      
               โปรแกรม  Graphpad Prism 4.03 
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รูปผนวกที่ ก.3   กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี 3/9B ตอสารซัลบูทามอลดวย   
                           โปรแกรม  Graphpad Prism 4.03 
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รูปผนวกที่ ก.4   กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี 3/9B ตอสารซิมบูเทอรอลดวย 
              โปรแกรม  Graphpad Prism 4.03 



 70

0.001 0.01 0.1 1 10 100

0

25

50

75

100

3/9B

IC50 = 0.129 ug/ml

brombuterol (ug/ml)

%
 B

/B
0

 
รูปผนวกที่ ก.5   กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี 3/9B ตอสารบรอมบูเทอรอลดวย 
              โปรแกรม  Graphpad Prism 4.03 
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รูปผนวกที่ ก.6   กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี 3/9B ตอสารบรอมคลอรบูเทอรอล

 ดวยโปรแกรม  Graphpad Prism 4.03 

0.001 0.01 0.1 1 10 100

0

25

50

75

100

3/9B

IC50 = 0.518 ug/ml

clenproperol (ug/ml)

%
 B

/B
0

 
รูปผนวกที่ ก.7   กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี 3/9B ตอสารเคลนโพรเพอรอลดวย

 โปรแกรม  Graphpad Prism 4.03 
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รูปผนวกที่ ก.8   กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี 1/7C ตอสารเคลนบูเทอรอลดวย

 โปรแกรม  Graphpad Prism 4.03 
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รูปผนวกที่ ก.9   กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี 1/7C ตอสารซัลบูทามอลดวย

 โปรแกรม  Graphpad Prism 4.03 

0.001 0.01 0.1 1 10 100

0

25

50

75

100

1/7C

IC50 = 0.498 ug/ml

cimbuterol (ug/ml)

%
 B

/B
0

 
รูปผนวกที่ ก.10  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี 1/7C ตอสารซิมบูเทอรอลดวย 
  โปรแกรม  Graphpad Prism 4.03 
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รูปผนวกที่ ก.11  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี 1/7C ตอสารบรอมบูเทอรอลดวย

 โปรแกรม  Graphpad Prism 4.03 
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รูปผนวกที่ ก.12  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี 1/7C ตอสารคลอรบูเทอรอลดวย 
  โปรแกรม  Graphpad Prism 4.03 
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รูปผนวกที่ ก.13  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี 1/7C ตอสารเคลนโพรเพอรอลดวย 
  โปรแกรม  Graphpad Prism 4.03 
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รูปผนวกที่ ก.14  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี 1/11G ตอสารเคลนบูเทอรอลดวย

 โปรแกรม  Graphpad Prism 4.03 
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รูปผนวกที่ ก.15  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี 1/11G ตอสารซัลบูทามอลดวย

 โปรแกรม  Graphpad Prism 4.03    
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รูปผนวกที่ ก.16  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี 1/11G ตอสารซิมบูเทอรอลดวย

 โปรแกรม  Graphpad Prism 4.03 
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 รูปผนวกที่ ก.17  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี 1/11G ตอสารบรอมบูเทอรอลดวย
  โปรแกรม  Graphpad Prism 4.03 
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รูปผนวกที่ ก.18  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี 1/11G ตอสารคลอรบูเทอรอลดวย
  โปรแกรม  Graphpad Prism 4.03 
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รูปผนวกที่ ก.19  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี 1/11G ตอสารเคลนโพรเพอรอลดวย
    โปรแกรม  Graphpad Prism 4.03 
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รูปผนวกที่ ก.20  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี 3/9A ตอสารเคลนบูเทอรอลดวย 
  โปรแกรม  Graphpad Prism 4.03 
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รูปผนวกที่ ก.21  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี 3/9A ตอสารซัลบูทามอลดวย 
  โปรแกรม  Graphpad Prism 4.03 
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รูปผนวกที่ ก.22  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี 3/9A ตอสารซิมบูเทอรอลดวย 
  โปรแกรม  Graphpad Prism 4.03 
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รูปผนวกที่ ก.23  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี 3/9A ตอสารบรอมบูเทอรอลดวย
   โปรแกรม  Graphpad Prism 4.03 
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รูปผนวกที่ ก.24  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี 3/9A ตอสารคลอรบูเทอรอลดวย
 โปรแกรม  Graphpad Prism 4.03 
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รูปผนวกที่ ก.25  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี 3/9A ตอสารเคลนโพรเพอรอลดวย
 โปรแกรม  Graphpad Prism 4.03 
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รูปผนวกที่ ก.26  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี 3/6C ตอสารเคลนบูเทอรอลดวย
 โปรแกรม  Graphpad Prism 4.03 
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รูปผนวกที่ ก.27  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี 3/6C ตอสารซัลบูทามอลดวย
 โปรแกรม  Graphpad Prism 4.03 
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รูปผนวกที่ ก.28  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี 3/6C ตอสารซิมบูเทอรอลดวย
 โปรแกรม  Graphpad Prism 4.03 
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รูปผนวกที่ ก.29  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี 3/6C ตอสารบรอมบูเทอรอลดวย
 โปรแกรม  Graphpad Prism 4.03 
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รูปผนวกที่ ก.30  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี 3/6C ตอสารคลอรบูเทอรอลดวย
 โปรแกรม  Graphpad Prism 4.03 
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รูปผนวกที่ ก.31  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี 3/6C ตอสารเคลนโพรเพอรอลดวย
 โปรแกรม  Graphpad Prism 4.03 
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รูปผนวกที่ ก.32  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี 6/11D ตอสารเคลนบูเทอรอลดวย
 โปรแกรม  Graphpad Prism 4.03 
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รูปผนวกที่ ก.33  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี 6/11D ตอสารซัลบูทามอลดวย
 โปรแกรม  Graphpad Prism 4.03 
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รูปผนวกที่ ก.34  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี 6/11D ตอสารซิมบูเทอรอลดวย
 โปรแกรม  Graphpad Prism 4.03 
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รูปผนวกที่ ก.35  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี 6/11D ตอสารบรอมบูเทอรอลดวย
 โปรแกรม  Graphpad Prism 4.03 
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รูปผนวกที่ ก.36  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี 6/11D ตอสารคลอรบูเทอรอลดวย
 โปรแกรม  Graphpad Prism 4.03 
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รูปผนวกที่ ก.37  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี 6/11D ตอสารเคลนโพรเพอรอลดวย
 โปรแกรม  Graphpad Prism 4.03 
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รูปผนวกที่ ก.38  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี 6/11G ตอสารเคลนบูเทอรอลดวย
 โปรแกรม  Graphpad Prism 4.03 
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รูปผนวกที่ ก.39  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี 6/11G ตอสารซัลบูทามอลดวย
 โปรแกรม  Graphpad Prism 4.03 
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รูปผนวกที่ ก.40  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี 6/11G ตอสารซิมบูเทอรอลดวย
 โปรแกรม  Graphpad Prism 4.03 
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รูปผนวกที่ ก.41  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี 6/11G ตอสารบรอมบูเทอรอลดวย
 โปรแกรม  Graphpad Prism 4.03 
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รูปผนวกที่ ก.42  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี 6/11G ตอสารคลอรบูเทอรอลดวย
 โปรแกรม  Graphpad Prism 4.03 
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รูปผนวกที่ ก.43  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี 6/11G ตอสารเคลนโพรเพอรอลดวย
 โปรแกรม  Graphpad Prism 4.03 
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ตารางผนวกที่ ก.2  คาดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร ในการทดสอบดวยวิธี competitive indirect   
    ELISA ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 3/9A              

 
ความเขมขนของสารที่ใชแยงจับ 

 (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) ชนิดสาร 
0 1 10 

เอนโรฟลอรกซาซิน 1.310 1.223 1.223 
นอรฟลอรกซาซิน 1.097 1.132 1.012 
คลอแรมเฟนิคอล 1.248 1.035 1.203 
เพนิซิลลิน 1.205 0.998 1.179 
ฟูราโซลิโดน 1.128 1.120 0.990 
เตตราไซคลิน 1.352 0.916 0.862 
ซัลฟาเมทาซีน 1.031 1.012 0.889 
สเตรปโตมัยซิน 1.022 1.017 1.021 

ตัวควบคุมบวก  
(เคลนบูเทอรอล) 

0.863 0.128 0.043 

ตัวควบคุมลบ 
(อาหาร RPMI 1640) 0.045 0.064 0.032 
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ตารางผนวกที่ ก.3  คาดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร ในการทดสอบดวยวิธี competitive indirect 
        ELISA ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 6/11D                      

 
ความเขมขนของสาร (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

ชนิดสาร 
0 1 10 

เอนโรฟลอรกซาซิน 0.861 0.764 0.652 
นอรฟลอรกซาซิน 0.991 0.881 0.678 
คลอแรมเฟนิคอล 0.902 0.855 0.773 
เพนิซิลลิน 0.909 0.875 0.855 
ฟูราโซลิโดน 0.886 0.857 0.687 
เตตราไซคลิน 0.865 0.851 0.842 
ซัลฟาเมทาซีน 0.791 0.765 0.790 
สเตรปโตมัยซิน 0.833 0.809 0.784 

ตัวควบคุมบวก  
(เคลนบูเทอรอล) 0.793 0.285 0.085 

ตัวควบคุมลบ 
(อาหาร RPMI 1640) 0.045 0.064 0.032 
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ภาคผนวก ข 
 

การเตรียมสาร 
 

 

การเตรียมสารละลายตางๆ สําหรับใชการเชื่อมสารเคลนบูเทอรอลกับ BSA 
 

0.05 M Carbonate buffer, pH 9.6 
Na2CO3   1.59 กรัม 
NaHCO3  2.93 กรัม 
น้ํากลั่น   800  มิลลิลิตร 
ปรับ pH ใหได 7.4 และเติมน้ํากลั่นใหครบ 1 ลิตร 
 

การเตรียมสารละลายตางๆ สําหรับใชในการทดสอบดวยวิธี ELISA 
 

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

2. 0.01 M Phosphate Buffer Saline ( PBS), pH 7.4 
0.2 M Phosphate buffer, pH 7.4 1 ลิตร  
NaCl      175.2  กรัม 
น้ํากลั่น    19  ลิตร 
0.01% Thimerosal    20  มิลลิลิตร 
ผสมใหเขากัน กรองสารละลายที่ไดดวยเครื่องกรองสารละลาย แลวเก็บใสถังสีขาว 
 

3. PBS-Tween 20 ( ใช Tween 20 ความเขมขน 0.05% ) 
Tween 20    250  ไมโครลิตร 
PBS    500 มิลลิลิตร 
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 4.  5% นมพรองมันเนย 
  นมพรองมันเนย ยี่หอ mission 5 กรัม 
  PBS    100 มิลลิลิตร 
  ผสมใหเขากัน (เตรียมใหมกอนใช) 

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

ไตเตรตดางดวยกรด จนได pH 5.0 แลวเก็บใสขวดสีชา วางไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
หรือ -20 องศาเซลเซียส 

 
6.    Substrate OPD 

O-phenylenediamine   0.04 กรัม 
0.15 M Phosphate citrate buffer 100 มิลลิลิตร 
30% H2O2   0.04 มิลลิลิตร 
ผสมใหเขากัน(เตรียมในขวดสีชา) ตองเตรียมใหมกอนใชทุกครั้ง 
 

7. 2.5 M H2SO4 ( Stopping reagent ) 
18 M H2SO4   69.5 มิลลิลิตร 
น้ํากลั่น    430.5 มิลลิลิตร 
คอยๆ เทกรดลงในน้ํากลั่น ผสมใหเขากันจะเกิดความรอน ควรนําขวดไปแชในน้ําประปา 

  จนกวาจะหายรอน 
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การเตรียมอาหารเลี้ยงเซลลชนิดตางๆ 
 

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

 นําไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22 um แบงใสขวดๆละ 10 มิลลิลิตร แลวเก็บไวที่
 อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส   
         

2. Stock  HT 100X 
Hypoxanthine 0.1361 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น  20  มิลลิลิตร 
Thymidin 0.0388 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น  20  มิลลิลิตร 
นําสารละลายทั้ง 2 สารมาผสมกัน แลวเติมน้ํากลั่นลงไปใหครบ 100 มิลลิลิตร 

 นําไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22 ไมโครเมตร แบงใสขวดๆละ 10 มิลลิลิตร แลวเก็บ
 ไวที่อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส 
 
       3.    อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640    
  RPMI 1640   10.4 กรัม 
  NaHCO3   2 กรัม 
  L-glutamin   0.1 กรัม 
  Glucose    2 กรัม 
  Pyruvic acid   0.11 กรัม 
  น้ํากลั่น    1 ลิตร 
 ละลายสารทุกอยางในน้ํากลั่น ผสมใหเขากัน แลวนําไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22 ไม
 โครเมตร แบงใสขวดๆละ 100 มิลลิลิตร แลวเก็บไวที่อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส กอนจะใช
 ผสม 20% FCS 
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4.      อาหารเลี้ยงเซลล HAT 
อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 1 ลิตร 
HAT 100X   10 มิลลิลิตร 

 ผสมใหเขากัน แลวนําไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22 ไมโครเมตร แบงใสขวดๆละ 100 
 มิลลิลิตร แลวเก็บไวที่อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส 
 

5.    อาหารเลี้ยงเซลล HT 
อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 1 ลิตร 
HT 100X   10 มิลลิลิตร 

 ผสมใหเขากัน แลวนําไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22 ไมโครเมตร แบงใสขวดๆละ 100 
 มิลลิลิตร แลวเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
การเตรียม 50% PEG  
 นํา PEG(sigma) มาอุนใหละลายที่อุณหภูมิประมาณ 50 องศาเซลเซียส  ปริมาตร 
2 มิลลิลิตร มาผสมกับอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน แลวแบงใส
หลอดๆ ละ ประมาณ 1 มิลลิลิตร นําไปเก็บไวที่อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส กอนการหลอมรวมเซลล
ใหนําออกมาอุนไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
 
การเตรียมน้ํายาเก็บเซลลอยางถาวร 
 อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 70 มิลลิลิตร 
 Fetal bovine serum  20 มิลลิลิตร 
 Dimethyl sulfoxide ( DMSO ) 10 มิลลิลิตร 
 ผสมใหเขากัน แลวนําไปแชที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
การเตรียมสารละลายที่ใชวิเคราะห BCA protein assay  
สารละลายโปรตีนมาตรฐาน 
 Bovine serum albumin  1 มิลลิกรัม 
 น้ํากลั่น    1 มิลลิลิตร 
 
BCATM  Reagent  A และ BCATM  Reagent  B ( BCATM  Protein Assay  Kit ของบริษัท PIERCE ) 
กอนใชผสม Reagent A : B ในอัตราสวน 50:1 
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การเตรียมสารละลายตางๆ สําหรับใชในการทําแอนติบอดีใหบริสุทธ์ิ 
 

1. 0.1 M  citrate buffer, pH 3 
citric acid  0.1  M 
Na2HPO4  0.1 M 
ไตเตรตกรดดวยดางจนได pH 3  แลวจึงนําไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22  

ไมโครเมตร 
 

2. 0.1 M  Phosphate buffer, pH 8  
ช่ัง  NaH2PO4    13.8 กรัม  ละลายดวยน้ํากลั่น  1000  มิลลิลิตร 
ชั่ง  Na2HPO4     35.8   กรัม  ละลายดวยน้ํากลั่น  1000  มิลลิลิตร 
ไตเตรตดางดวยกรด จนได pH 8 แลวจึงนําไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22  

ไมโครเมตร 
 

3. 1 M Tris HCl buffer, pH 9   
Tris (hydroxymethyl) aminomethane  121 กรัม  ละลายดวยน้ํากลั่น 500 มิลลิลิตร 
HCl        1 M 

ไตเตรตดางดวยกรด จนได pH 9 แลวจึงนําไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22  
ไมโครเมตร 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

 นางสาว ปยะนุช เรืองศรีอรัญ เกิดเมื่อวันที่ 28 มีนาคม พ.ศ. 2521 ที่จังหวัด รอยเอ็ด  
สําเร็จการศึกษาหลักสูตรปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร
มหาวิทยาลัยขอนแกน ในปการศึกษา 2543 และเขาศึกษาตอหลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตรมหา
บัณฑิต ที่จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เมื่อ พ.ศ. 2546 
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