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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
 
1.1  ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

อาชีพการเลี้ยงวัวนมเปนอาชีพที่สรางรายไดใหแกเกษตรกรไทย ในปพ.ศ. 2543 ประเทศ
ไทยมีการผลิตนมพรอมดื่มจํานวน  1,213,423 ตัน   ขณะที่ เกษตรกรผลิตน้ํานมดิบไดเพียง 
494,692 ตัน ซึ่งคิดเปน 40 เปอรเซ็นตของความตองการของความตองการน้ํานมดิบทั้งประเทศ 
(วิโรจน, 2546) ปญหาสําคัญของเกษตรกรที่เลี้ยงโคนม คือ ขาดการจัดการดานการขยายพันธุของ
โคที่ดีทําใหการผสมพันธุผิดพลาดทําใหแมโคทองวาง การใหนมก็จะเลื่อนกําหนดออกไปดวย ใน
การหาระยะเวลาเปนสัดของโคเพื่อกําหนดวันผสมพันธุที่ถูกตอง และการตรวจสอบการตั้งครรภจึง
จําเปนมากสําหรับการจัดการดานการสืบพันธุ (ม.ร.ว. ชวนิศนดากร, 2530) 

 การตรวจสอบการเปนสัดและการตั้งครรภสามารถทําไดโดยการวดัระดับฮอรโมนโพรเจส
เทอโรน (progesterone) ซึ่งเปนฮอรโมนที่สรางจากคอรปสลูเทียม (corpus luteum)  ตามขั้นตอน
ตอไปนี้ ภายในรังไขจะมีไขจํานวนมากฝงตัวอยูภายในเปนกลุม ๆ  ตอมากลุมเซลลที่ลอมไข จะ
เจริญเติบโตเปนฟองไข (follicle)  เมื่อไขโตเต็มที่ฟองไขจะแตก ปลอยไขออกจากรังไข เรียกวาการ
ตกไข (ovulation) แลวเซลลของฟองไขรอบ ๆ จะสรางคอรปสลูเทียม มีลักษณะเปนแผนซึ่งจะ
ขยายตัวขึ้น และผลิตฮอรโมนโพรเจสเทอโรนเขาสูกระแสเลือดและน้ํานม หากเกิดการตั้งครรภ
ฮอรโมนนี้จะยังคงถูกสรางอยางตอเนื่องเพื่อปองกันไขใบอ่ืนที่ตามมาแกและสุกขึ้น  หากไมเกิด
การตั้งครรภคอรปสลูเทียมจะสลายไป และรังไขจะผลิตไขใบใหมขึ้นมา วงรอบการเปนสัด 1 รอบมี
เวลาประมาณ 21 วัน โดยระดับของโพรเจสเทอโรนในกระแสเลือดและน้ํานมจะสูงในวันที่ 17 หรือ 
18 ของวงรอบการเปนสัด หากตั้งครรภระดับโพรเจสเทอโรนจะยังคงสูงอยู แตหากไมมีการตั้ง
ครรภ ระดับโพรเจสเทอโรนจะลดลง ดังนั้นการวัดระดับโพรเจสเทอโรนในน้ํานมโคจึงเปนวิธีที่นํา
มาใช เพื่อหาระยะเวลาเปนสัดของโคทําใหสามารถกําหนดวันผสมพันธุที่ถูกตอง และตรวจสอบ
การตั้งครรภของโคได ซึ่งการวัดระดับโพรเจสเทอโรนที่นิยมทํากัน คือใชชุดทดสอบแบบ Enzyme 
Linked Immunosorbent Assay (ELISA)  ซึ่งตองนําเขาจากตางประเทศจึงมีราคาแพง   ดังนั้น 
จึงมีความจําเปนที่จะทําการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอโพรเจสเทอโรน เพื่อนําไปใช
พัฒนาเปนชุดทดสอบหาฮอรโมนนี้ ทดแทนการนําเขาจากตางประเทศ 
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1.2   วัตถุประสงคของการวิจัย 
 

1. เพื่อผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอโพรเจสเทอโรน 
2. ศึกษาสมบัติเบื้องตนของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

 

1.3 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
 

ไดเซลลไฮบริโดมาที่ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอโพรเจสเทอโรน 
 

1.4 ขอบเขตและวิธีดําเนินการวิจัย 
 
 1.4.1    คนควาและรวบรวมขอมูลที่เกี่ยวของกับงานวิจัย 
 1.4.2    กระตุนระบบภูมิคุมกันของหนูใหสรางแอนติบอดีตอโพรเจสเทอโรน  
 1.4.3     เตรียมเซลลไฮบริโดมาที่มีความสามารถในการสรางแอนติบอดี 

1.4.4 ทําการแยกเซลลใหเปนโมโนโคลนที่สรางแอนติบอดีตอโพรเจสเทอโรนโดยวิธี  
limiting dilution 
 1.4.5      ศึกษาลักษณะเบื้องตนของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ได 
  1.4.5.1  การทําบริสุทธิ์ และ การทดสอบไอโซไทป (isotype)  
  1.4.5.2  ทดสอบการทําปฏิกิริยาขาม (cross  reactivity)  
 
  
 



บทที่  2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

2.1 แนวคิดและทฤษฎี 

2.1.1 กระบวนการสืบพันธุในโค 

การสืบพันธุของโคนมเปนสิ่งสําคัญที่สุดที่จะทําใหโคผลิตน้ํานม โดยการใหนมจะเริ่มตน
ตั้งแตคลอดลูกตัวแรกไปจนกระทั่งลูกโคถึงระยะที่ไมตองการนมจากแมอีก แมโคจะหยุดใหนม จน
กวาจะคลอดลูกตัวใหมจึงใหนมครั้งใหมเปนเชนนี้ไปจนกวาจะไมสามารถสืบพันธุตอไปได โดย
ปกติโคนมจะใหลูกทุก ๆ 12-13 เดือน ระยะเวลาการใหนมจะนานติดตอกันประมาณ 10-11 เดือน 
ซึ่งระยะการใหนมและการคลอดลูกจะเปนไปตามระยะเวลานี้ ตองมีการผสมพันธุใหแนนอน ถา
การผสมพันธุในแตละคร้ังไมไดผล         การใหนมแตละครั้งจะเลื่อนกําหนดนานไปดวย (ม.ร.ว. 
ชวนิศนดากร, 2530) 

 ขั้นตอนการสืบพันธุของโคขึ้นกับลักษณะทางพันธุกรรม ซึ่งควบคุมการทํางานของ
ฮอรโมนและระบบประสาท ใหทํางานสัมพันธกัน  และควบคุมซึ่งกันและกันภายในรางกายโค  
สวนปจจัยภายนอกที่มีผลตอการสืบพันธุ เชน  สภาพแวดลอม,  อุณหภูมิ,  ความชื้นของอากาศ 
และการดูแล เปนตน โคจัดเปนพวกแสดงสัดตลอดป (polyestrus)   โคที่มีสุขภาพดี ไดรับอาหาร 
และการเลี้ยงดูอยางดี จะแสดงอาการเปนสัดครั้งแรกในชวงอายุ 7 – 18 เดือน หรือโดยเฉลี่ย 10 
เดือน  โคสาวเมื่อเปนสัดครั้งแรกมักไมแสดงอาการแมวาจะมีการตกไข (silent heat)  รอบวงจร
การเปนสัดของโคมีระยะโดยเฉลี่ย 18 –22 วัน  ดังนั้น การแสดงอาการสัด (estrus หรือ heat)  
และการตกไข   คือกระบวนการทางสรีรวิทยาที่เกิดขึ้นภายในรางกาย เมื่อมีน้ําหนัก และอายุที่
สมบูรณ ที่เรียกวา ความสมบูรณพันธุ ซึ่งพรอมที่จะไดรับการผสมพันธุจากอสุจิของเพศผู ฮอรโมน
เอสโทรเจน (estrogen)  ซึ่งเปนฮอรโมนเพศเมีย ที่ผลิตจากเซลลชั้นทีคา อินเทอรนา (theca 
interna)  จะมีผลตอการแสดงอาการสัด และกระตุนใหฮอรโมน LH (luteinizing hormone) หลั่ง
ออกมาจากตอมใตสมองสวนหนาซึ่งมีผลใหไขตกจากรังไข     จากนั้นเซลลแกรนูโลซา (granulosa 
cell) จะเจริญไปเปนคอรปสลูเทียม ผลิตฮอรโมนโพรเจสเทอโรน กระตุนใหมดลูกเตรียมรับการฝง
ตัวของตัวออน  และชวยจรรโลงการตั้งทอง  ไขที่ตกจะเคลื่อนไปตามทอรังไข และจะไดรับการผสม
กับอสุจิบริเวณตอนบนของรังไข เรียกวา การปฏิสนธิ  ไขที่ไดรับการผสมจะเคลื่อนตัวผานลงมาฝง 
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ตัว (implantation) อยูที่ปกมดลูกขางใดขางหนึ่งจนกระทั่งคลอด  หากไขไมไดรับการผสมกับอสุจิ 
คอรปสลูเทียมจะสลายตัวไป และรังไขจะผลิตไขใบใหมข้ึนมา และเริ่มเขาสูรอบการเปนสัดใหมตอ
ไป (วิโรจน, 2546) 

2.1.2 การแบงวงรอบการเปนสัดโดยอาศัยอาการที่เปลี่ยนแปลงของโค  

 วงรอบการเปนสัด (estrus period)  เปนชวงเวลาของการเปลี่ยนแปลงทางรางกายและ
อารมณทางเพศของสัตวเพศเมีย ซึ่งถูกควบคุมโดยฮอรโมนตาง ๆ ที่ถูกกระตุนและหลั่งออกมา
อยางเปนระบบ การที่โคแสดงอาการสัดแสดงถึงโคอยูในระยะที่รางกายเจริญเติบโตและพรอมที่
จะรับการผสมพันธุและตั้งทอง (สมชาย, 2541) ระยะตาง ๆ ในวงรอบการเปนสัดสามารถอธิบาย
โครงสรางของอวัยวะสืบพันธุ รวมทั้งพฤติกรรมการแสดงออก เพื่อประโยชนในการผสมพันธุโดยวง
รอบการเปนสัดของโคโดยเฉลี่ยคือ 18- 21 วัน ซึ่งแบงเปนระยะตาง ๆ ได 4 ระยะ ตามลักษณะ
ภายนอก และภายใน ที่เปลี่ยนแปลงไป (วิโรจน, 2546) 

1. ระยะกอนเปนสัด (Proestrus) 

เปนระยะกอนที่โคจะแสดงอาการเปนสัด โดยเริ่มประมาณวันที่  16-18  ของวงรอบการ
เปนสัด มีระยะประมาณ 4 – 6 วัน  ระยะนี้ไมมีคอรปสลูเทียม แตจะมีการเจริญของฟอลลิเคิล โดย
การทํางานของฮอรโมน FSH และ ฮอรโมน LH  ในระยะแรกอาจมีการเจริญของฟอลลิเคิลจํานวน
มาก  แตจะมีเพียง 1 – 2 ฟอลลิเคิลเทานั้นที่จะเจริญตอไป เปนฟอลลิเคิลที่แกเต็มที่ซึ่งพรอมจะตก
ไข  และระดับฮอรโมนเอสโทรเจนจะเริ่มสูงขึ้น และสูงสุดในระยะนี้ 

2. ระยะแสดงอาการสัด (Estrus or heat) 

ระยะแสดงอาการสัดในโคโดยเฉลี่ยประมาณ  12 - 26 ชั่วโมง ซึ่งเปนระยะที่โคเพศเมีย
ยอมรับการผสมพันธุ  ระดับฮอรโมนตาง ๆที่เกี่ยวของในวงรอบการเปนสัดจะเปลี่ยนแปลงไปตาม
ระยะในรอบวงจรสัด ซึ่งมีผลตอการแสดงอาการสัด และสามารถสังเกตการแสดงออกทางสรีระ
ของโคไดดังนี้ 

1. โคจะปนทับตัวอื่น 

2. ยืนสงบนิ่งเมื่อตัวอื่นขึ้นทับ 

3. รองเรียกหาตัวผู 
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4. มีน้ําเมือกใสไหลออกจากชองคลอด 

5. อวัยวะเพศบวมแดง 

6. กระสับกระสายกระวนกระวายหาตัวผู 

7. ปสสาวะบอย ๆ 

หลังจากแสดงอาการสัดประมาณ  10  ชั่วโมง แลว โคจะเกิดการตกไข  และไขจะมีชีวิต
เพื่อรอการผสมประมาณ  24  ชั่วโมง 

3. ระยะหลังตกไข (Metestrus) 

ระยะนี้เปนระยะที่ตอจากการตกไข มีระยะเวลาประมาณ  2 – 4 วัน ระยะนี้คอรปสลู
เทียมซึ่งเกิดจากการรวมตัวกันของเซลลแกรนูโลซา  เร่ิมทําหนาที่ผลิตฮอรโมนโพรเจสเทอโรน ซึ่ง
ในระยะแรกมีระดับตํ่า ตอมาคอรปสลูเทียมเจริญเตบิโตเต็มที่  สงผลใหระดับโพรเจสเทอโรนสูงขึ้น
อยางรวดเร็ว เพื่อเตรียมมดลูกใหพรอมที่จะรับการฝงตัวของรังไข  ทําใหเซลลเยื่อบุหนาขึ้น ตอม
ตาง ๆ เร่ิมทํางาน และอวัยวะตาง ๆ ที่เกี่ยวของในการสืบพันธุบีบรัดตัวชาลง ระยะนี้เรียกระยะการ
ทํางานของคอรปสลูเทียม (luteal phase)  และระดับเอสโทรเจนลดลงหลังแสดงอาการสัด 

4. ไดเอสทรัส (Diestrus) 

เปนระยะทายของวงรอบการเปนสัด อยูระหวางระยะหลังแสดงอาการสัดและกอนเปนสัด  
เปนระยะที่มีเวลายาวนานสดุในวงรอบการเปนสัด คือมีเวลาประมาณ  10 - 13 วัน  ระยะแรกของ
ไดเอสทรัส คอรปสลูเทียมเจริญเต็มที่มีระดับโพรเจสเทอโรนสูงสุด   ตอมาคอรปสลูเทียมเสื่อม
สลาย ระดับโพรเจสเทอโรนลดต่ําลงอยางรวดเร็วประมาณ 16 – 17 วัน  หลังแสดงอาการสัด     
(ม.ร.ว. ชวนิศนดากร, 2530) 

 

2.1.3 การทํางานของฮอรโมนที่ควบคุมการเปนสัดและการตกไข 

 สมองสวนไฮโพทาลามัส (hypothalamus),  ตอมใตสมอง (pituitary) และรังไข (ovary) 
ทําหนาที่ผลิตฮอรโมนเพื่อควบคุมการแสดงอาการสัดและการตกไข เมื่อโคสาวเจริญเติบโตเต็มที่ 
สมองสวนไฮโพทาลามสัจะพัฒนาอยางสมบูรณ และจะเริ่มทํางานแบบเปนวงรอบ ดังแสดงในรูป
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ที่ 2.1  และ 2.2   ซึ่งแสดงใหเห็นถึงฮอรโมนที่ควบคุมวงรอบการเปนสัดและการตกไข  โดยสมอง
สวนไฮโพทาลามัสจะผลิตฮอรโมน GH (gonadotropin releasing hormone) ไปกระตุนตอมใต
สมองสวนหนา (anterior pituitary gland) ใหผลิตฮอรโมน FSH (follicle stimulating hormone) 
เขาไปในกระแสเลือด เปนผลใหรังไขพัฒนาไขออน และฟอลลิเคิล ใหโตขึ้นที่พรอมจะใหไขตก โดย
เร่ิมจากฟอลลิเคิลขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 0.25 นิ้ว แบงตัวเจริญเติบโตเต็มที่มีเสนผาน
ศูนยกลางประมาณ 1 นิ้ว  ระยะเวลาในการเจริญประมาณ 3 – 5 วัน  จากนั้นถุงไขจะผลติฮอรโมน
เอสโทรเจนหลั่งเขาในกระแสเลือดทําใหโคแสดงอาการสัด และเตรียมระบบสืบพันธุใหพรอม
สําหรับการผสมพันธุ และมีผลยอนไปที่ตอมใตสมองสวนหนากระตุนใหหลั่งฮอรโมน LH สูกระแส
เลือด  ซึ่งจะมีผลทําใหไขตกจากรังไขและเปลี่ยนถุงไขที่ตกไขออกแลวใหเปนคอรปสลูเทียม ทํา
หนาที่ผลิตฮอรโมรโพรเจสเทอโรนซึ่งฮอรโมนนี้จะไปยับยั้งการผลิตและการหลั่ง ฮอรโมน FSH ถา
โคตั้งทองตัวออนจะฝงตัวที่มดลูกทําใหมดลูกไมสรางฮอรโมนโพรสทาแกลนดิน (prostaglandin) 
และคอรปสลูเทียมจะยังคงสรางโพรเจสเทอโรนออกมาอยางสม่ําเสมอเพื่อพยุงการตั้งทอง โคจะ
ไมมีวงรอบการเปนสัดครั้งใหม ถาโคไมตั้งทอง มดลูกจะสรางโพรสทาแกลนดิน หลั่งเขาในกระแส
เลือดประมาณ 17 วันหลังตกไข ฮอรโมนนี้จะมีผลทําใหคอรปสลูเทียมสลายตัว และไมมีโพรเจส
เทอโรนในกระแสเลือด เมื่อระดับของโพรเจสเทอโรนหมดไปตอมใตสมองจะเริ่มทํางานในรอบใหม 
โดยเริ่มหลั่ง FSH เข าสูกระแสเลือดทําใหวงรอบการเปนสัดครั้งใหมเร่ิมข้ึน (วิโรจน, 2546) 
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รูปที่  2.1 ฮอรโมนจากสมองสวนไฮโพทาลามัสและตอมใตสมอง ซึ่งมีหนาที่ควบคุมวงรอบการเปน
สัดของโค (Sorensen, 1979) 

 

  

รูปที่ 2.2 ระดับโพรเจสเทอโรน (progesterone) และเอสโทรเจน (estrogen) ในรอบวงจรสัด 
(Sorensen, 1979) 
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 2.1.4 การเปลี่ยนแปลงของฮอรโมนในระยะวงรอบการเปนสัด  

  ในวงรอบหนึ่ง ๆ ของการเปนสัดจะไดรับการควบคุมโดยฮอรโมนตาง ๆ ดังนี้ 

  2.1.4.1  LH  

  เปนฮอรโมนที่หลั่งมาจากตอมใตสมองสวนหนาโดย LH จะทํางานรวมกับ FSH 
ชวยทําใหไขตก  การทํางานของฮอรโมนนี้ในตกไขจะไปกระตุนใหคอเลสเทอรอลเปลี่ยนไปเปนโพร
เจสเทอโรน จึงมีผลทําใหระดับของโพรเจสเทอโรนสูงขึ้นในระยะลูเทียลของวงรอบการเปนสัด 
(มงคล, 2543) 

  2.1.4.2  FSH  

  เปนฮอรโมนที่หลั่งมาจากตอมใตสมองสวนหนาโดย FSH มีการทํางานใหไขออน
และถุงไขฟอลลิเคิลเจริญเติบโตขึ้น และ กระตุนใหเทสโทสเทอโรน เปลี่ยนไปเปนเอสโทรเจนชนิด 
เอสไทรออล,  เอสโทรน และ เอสทราไดออล (มงคล, 2543) 

2.1.4.3 โพรสทาแกรนดิน  

เปนฮอรโมนที่มีคุณสมบัติเปนกรดโพทาโนอิก (protanoic acid) ซึ่งเปนกรดไขมัน
ไมอ่ิมตัว โดยปกติกรดโพทาโนอิก จะไมอยูโดด ๆ แตจะมีกลุมตาง ๆ เขาไปตอเปนโพรสทาแกรน
ดิน  กลุมที่พบอยูบอย ๆ ไดแก A, B,  E  และ F  สวนกลุมอ่ืน ๆ ก็เกิดขึ้นไดเชนกันโพรสทาแกรน
ดินที่ใชกันมีชื่อสามัญ คือ  โพรสทาแกรนดิน  เอฟทู แอลฟา (prostaglandin F2α)  หรือ PG F2α  
ปจจุบันพบโพรสทาแกรนดินหลายชนิดในเนื้อเยื่อตาง ๆ ของสัตวเลี้ยงลูกดวยนม มีโพรสทาแกรน
ดิน เอฟทู แอลฟา มีบทบาทในการควบคุมวงรอบการเปนสัดในสัตวหลายชนิด โดยโพรสทาแกรน
ดินจะหลั่งมาจากมดลูก ไปออกฤทธิ์ทําใหคอรปสลูทียมฝอ เปนเหตุใหระดับโพรเจสเทอโรนลดลง  
โพรสทาแกรนดิน  เอฟทู แอลฟา ที่เกิดจากคอรปสลูเทียม จะไปกระตุนเยื่อบุภายในมดลูกใหสราง
สารขึ้นมาทําลายตัวเองซึ่งเกิดขึ้นหลังระยะกลางของวงรอบการเปนสัด (วิโรจน, 2546) 
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2.1.4.4 เอสโทรเจน  

เอสโทรเจนจัดเปนสเทอรอยดฮอรโมนที่สําคัญ ประกอบดวยคารบอน 18  

อะตอม สูตรโครงสรางของเอสโทรเจนแสดงดังรูปที่ 2.3   

 

 
OCH3

OH   

OHCH3

OH       

HCH3

OH

OH

 
 เอสโทรน                            17แอลฟา – เอสทราไดออล    17บีตา – เอสทราไดออล 

    

รูปที่ 2.3  สูตรโครงสรางของเอสโทรน,  17แอลฟา – เอสทราไดออล และ17บีตา – เอสทราไดออล  

 
เอสโทรเจนผลิตจากเนื้อเยื่อที่อยูลอมรอบฟอลลิเคิล ในระยะกอนมีการตกไข 

ไมกี่วัน ฮอรโมนนี้ทําหนาที่ควบคุมพฤติกรรมที่แสดงออกทางเพศ คือพฤติกรรมการเปนสัด และ
กระตุนใหระบบสืบพันธุ และมดลูกเตรียมพรอมสําหรับการผสมพันธุ และการฝงตัวของไขที่ไดรับ
การผสมติด ในระยะกอนและระหวางเปนสัด ฮอรโมนนี้จะกระตุนใหมีการผลิตน้ําเมือก   ไหลซึม
มาทางปากชองคลอด เพื่อเปนการหลอล่ืน และเตรียมพรอมสําหรับการผสมพันธุ อิทธิพลของ
ฮอรโมนนี้ยังมีผลตอการกระตุนใหคลายตัว โดยกลามเนื้อปากชองคลอดจะบวมแดงในระหวางที่
เปนสัด กระตุนใหกลามเนื้อปากมดลูกคลายตัวเพื่อใหอสุจิผานเขาไปผสมกับไขได และยังชวยให
กลามเนื้อรอบมดลูกบีบตัวชวยพาใหไข และอสุจิเคลื่อนที่เขาหากันไดเร็วขึ้น เปนการเพิ่มโอกาสใน
การผสมพันธุ (วิโรจน, 2546) 
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2.1.4.5  โพรเจสเทอโรน  

  โพรเจสเทอโรนจัดเปนสเตอรอยดฮอรโมน (steroid hormone) สูตรโครงสราง
ประกอบดวยคารบอน 21 อะตอม มีชื่อทางเคมี คือ ∆4-pregnene-3,20-dione สูตรโครงสรางของ
โพรเจสเทอโรนแสดงดังรูปที่ 2.4  โพรเจสเทอโรนจัดเปนฮอรโมนที่สําคัญในวงรอบการปนสัดและ
ในการตั้งทอง แหลงที่ทําการสังเคราะหโพรเจสเทอโรน คือ  คอรปสลูเทียม รังไข  รก  และอาจ
สังเคราะหไดบางในระหวางขั้นตอนการสังเคราะหสเตอรอยดฮอรโมนตัวอื่น ไดแก ฮอรโมนเพศ 
(sex hormone) ในรังไข ในอัณฑะ  และคอรทิโคสเตอรอยด (corticosteroid) ในตอมหมวกไต  ทํา
ใหสามารถตรวจระดับโพรเจสเทอโรนในคอรปสลูเทียม   ในรก  ในเปลือกตอมหมวกไต  ในน้ํา
เลือด และในน้ํานม เปนตน (Drofman, 1975) 

 

 

                                          O

CH3

CH3 O
CH3

 
 

รูปที่ 2.4 แสดงสูตรโครงสรางของฮอรโมนโพรเจสเทอโรน 

  นักวิทยาศาสตรหลายกลุมพบฮอรโมนอื่น ซึ่งมีสูตรโครงสรางและการออกฤทธิ์
คลายกับโพรเจสเทอโรน คือ 20α-hydroxy- ∆4-pregnene-3-one (20α-01)  20β-hydroxy- ∆4-
pregnene-3-one(20β-01) และ  17α-hydroxy- ∆4-pregnene-3-dione(17α-
hydroxyprogesterone) (Drofman, 1975) 
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2.1.4.6  บทบาทของโพรเจสเทอโรนในสัตวเลี้ยงลูกดวยนม  

  Mcdonald (1975)  ไดกลาวถึงบทบาทหนาที่ของโพรเจสเทอโรนไวดังนี้ 

1. ควบคุมการเคลื่อนยายไขผานทอนําไขรวมกับเอสโทรเจน 

2. เตรียมเยื่อบุผนังใหพรอมที่จะรับการฝงตัวของตัวออน 

3. ยับยั้งการตกไขขณะตั้งทอง โดยทํางานรวมกับเอสโทรเจนไปยับยั้งการ 

หลั่งโกนาโดโทรพินจากตอมใตสมองสวนหนา 

4. พยุงการตั้งทอง 

5. ทํางานรวมกับเอสโทรเจน กระตุนใหมีการเจริญเติบโตเพิ่มถุงน้ํานม 

เหนี่ยวนําใหเกิดการคลอด โดยระดับโพรเจสเทอโรนลดลงตอนใกลคลอด ซึ่งเปนหนาที่ทางออม 

    2.1.4.7 กระบวนการสังเคราะหทางชีวภาพของโพรเจสเทอโรน  

  สารตั้งตนในการสังเคราะหโพรเจสติน (progestin) คือ อะซิเตต (acetate)  และ
สารประกอบตัวกลางในขบวนการสังเคราะห คือ อะซิโตอะซิเตต (acetoacetate),       ไฮดรอกซี
เมทิลกลูตาเรต (hydroxymethylglutarate)  และ สควอลีน (squalene) ซึ่งสังเคราะหตอไดคอเลส
เทอรอล (cholesterol)  มีการเพิ่มหมูไฮดรอกซิลที่ตําแหนงคารบอน 20α  และ 22R  โดยอาศัย
เอนไซม  20,22R เดสโมเลส (20,22R desmolase) เปนเหตุใหคารบอนที่เชื่อมกันในตําแหนงที่ 
20-22 แตกออก ถูกเปลี่ยนเปนเพรกเนนโนโลน (pregnenolone) ซึ่งประกอบดวยคารบอน 21 
อะตอม  วิถีทางของคอเลสเทอรอลเปลี่ยนไปเปน  เพรกเนนโนโลน  เพรกเนนโนโลนเปลี่ยนไปเปน
โพรเจสเทอโรนในเนื้อเยื่อโกเนท (gonate tissue) และในรก โดยอาศัยการทํางานของ 3B-01 
dehydrogenase  ลําดับข้ันการสังเคราะหทางชีวภาพของโพรเจสเทอโรนแสดงดังรูปที่ 2.5 
(Drofman, 1975) 
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รูปที่ 2.5  ลําดับข้ันการสังเคราะหโพรเจสเทอโรน 
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2.1.4.8  กระบวนการเมแทบอลิซึมของโพรเจสเทอโรน  

  Kaddouri และคณะ  (1992)  ทําการทดลองในหลอดแกว  (in vitro) พบวา
เอนไซมไซโทโครมคอมเพลก ในไมโครโซมของตับเกี่ยวของกับกระบวนการเมแทบอลิซึมของ      
โพรเจสเทอโรน 

  Heisterman และคณะ (1998)  ทําการฉีดโพรเจสเทอโรน 14C เขาในเสนเลือดโค 
จากนั้น 2 วัน สามารถตรวจพบ โพรเจสเทอโรน 14C ในปสสาวะ และอุจจาระโดยในอุจจาระพบ
มากกวา 90 เปอรเซ็นต และพบวาโพรเจสเทอโรนจะถูกเปลี่ยนไปเปน 5β- pregnane-3α,20α-
diol,  5β- pregnane-3α-ol-20-one และ pregnanediol 

  Rabiee และคณะ (2003)    ตรวจพบ 20-oxo-pregnane,  20α-pregnane 
และ 20β-pregnane ในอุจจาระ และน้ําเลือดโค ลําดับแสดงกระบวนการเมแทบอลิซึมของเพรก
โนโลนและโพรเจสเทอโรนในโค   แสดงดังรูปที่ 2.6 

Andrea และคณะ (2004)  ศึกษาถึงผลของโพรสทาแกลนดินตอการสลายตัว 
ของโพรเจสเทอโรนในโคเนื้อ โดยฉีดโพรสทาแกลนดินเขาเสนเลือดโคในวันที่ 8 ของวงรอบการเปน
สัดซึ่งเปนระยะลูเทียล พบวาหลังฉีดโพรสทาแกลนดิน 1 ชั่วโมง ระดับโพรเจสเทอโรนในเลือดลด
ลงและคงระดับ ตํ่ าเชนนี้ กวา  24 ชั่ ว โมง   เมื่ อวัดระดับ  20β-hydroxyprogesterone และ
pregnanenolone พบวาสูงขึ้น 

  โพรเจสเทอโรนซึ่งไดจากการสังเคราะหจะเขาสูกระแสเลือด และเกิดเมแทบอไลท
ในตับและ กระแสเลือด  สามารถตรวจวัดระดับของเมแทบอไลตของโพรเจสเทอโรนได ในเลือด  
น้ํานม  ปสสาวะและอุจจาระ เปนตน 
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รูปที่ 2.6 แสดงลําดับข้ันกระบวนการเมแทบอลิซึมของเพรกโนโลน และ โพรเจสเทอโรนในโค 
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2.1.4.9  ระดับโพรเจสเทอโรนในระยะวงรอบการเปนสัด  
 

วงรอบการเปนสัด  เปนหวงเวลาของการเปลี่ยนแปลงทางรางกายและ อารมณ
ทางเพศ ตามธรรมชาติของสัตวเพศเมีย ซึ่งถูกควบคุมดวยฮอรโมนตาง ๆ ที่ถูกกระตุน โดยหลั่ง
ออกมาอยางเปนระบบ วงรอบการเปนสัดของโค โดยปกติมีเวลาโดยเฉลี่ยประมาณ  21 วัน ตอ
รอบ โดยนับเวลาตั้งแตวันเริ่มเปนสัดวันแรก จนถึงการเปนสัดครั้งที่สองติดตอกันไป ทั้งนี้ตั้งแตสาว
จนชรา  การสังเคราะหโพรเจสเทอโรนมีความสัมพันธกับการเจริญของคอรปสลูเทียมตามขั้นตอน
ตอไปนี้  ภายในรังไขจะมีไขจํานวนมากฝงตัวอยูภายในเปนกลุม ๆ  กลุมเซลลที่ลอมรอบไข ตอมา
จะเจริญเติบโตเปนฟองไข  เมื่อไขโตเต็มที่ฟองไขจะแตกออก ปลอยไขออกจากรังไข เรียกวาการ
ตกไข แลวเซลลของฟองไขรอบ ๆ  จะสรางคอรปสลูเทียม มีลักษณะเปนแผน ซึ่งจะขยายตัวขึ้น
และผลิตฮอรโมนโพรเจสเทอโรน ประมาณวันที่ 5 ของ วงรอบการเปนสัด  ต อ ม า เซ ล ล ที ค า   
อินเทอนาจะทําการแบงตัว ทําใหขนาดและน้ําหนักของคอรปสลูเทียมเพิ่มมากขึ้น  สงผลให
ปริมาณของโพรเจสเทอโรนเพิ่มสูงขึ้นและสูงสุดในวันที่ 14-16 ของวงรอบการเปนสัด 

  (Moeljono และ คณะ, 1977)  วัดปริมาณโพรเจสเทอโรน ในพลาสมาจะนอยกวา  
1 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร  ในวันแสดงอาการสัด  และคงระดับตํ่าประมาณ  3-4 วัน  จากนั้นมีระดับ
สูงขึ้นและสูงสุดโดยเฉลี่ย  6-7  นาโนกรัมตอมิลลิลิตร   ในวันที่ 16-17  ของการเปนสัดซึ่งคอรปสลู
เทียมอาจมขีนาด  2 เซนติเมตร หลังจากนี้ระดับโพรเจสเทอโรนจะลดต่ําลง  สรุปแลวระดับโพรเจส
เทอโรนลดต่ําสุดในวันแสดงอาการสัด  และสูงสุดในวันที่ 14-16 ของวงรอบการเปนสัด  และตั้งแต
วันที่ 17 เปนตนไประดับโพรเจสเทอโรนจะลดลงเรื่อย ๆ  จนต่ําสุดจนถึงวงรอบการเปนสัดใหม    
เนื่องจากอิทธิพลของโพรสทาแกลนดินเอฟทูแอลฟา  ซึ่งสังเคราะหจากเยื่อบุผนังมดลูก  ผานเสน
เลือดดําระหวางมดลูกกับรังไข (utero – ovarian vein)  เขาสูคอรปสลูเทียม เปนเหตุใหคอรปสลู
เทียมเสื่อมสลายภายใน 40 ชั่วโมง  แลวจึงเริ่มรอบวงจรสัดครั้งตอไป ซึ่งระดับระดับโพรเจสเทอ
โรนในพลาสมาและในน้ํานม ระหวางรอบวงจรสัด แสดงดังรูปที่ 2.7 
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รูปที่ 2.7  ระดับโพรเจสเทโรนในพลาสมา และ ในน้ํานมโคระหวางรอบวงจรสัด  

2.1.4.10  ระดับโพรเจสเทอโรนตลอดการตั้งทอง  

  โพรเจสเทอโรน คือ ฮอรโมนที่สําคัญเพื่อพยุงการตั้งทองในสัตวเลี้ยงลูกดวยนม  
ทําใหการตั้งทองดําเนินไปตามปกติจนกระทั่งคลอด (parturition)   แหลงสังเคราะหโพรเจสเทอ
โรนที่สําคัญ คือ  คอรปสลูเทียมและ รก  ในระยะที่ตั้งทองสัตวเลี้ยงลูกดวยนมบางชนิด แหลง
สังเคราะหโพรเจสเทอโรนที่สําคัญ คือ คอรปสลูเทียม จะหลั่งปริมาณโพรเจสเทอโรนที่มีระดับสูง
คอนขางคงที่  ตลอดระยะการตั้งทองจนครบกําหนดคลอด เชน ในโค และ หมู (วิโรจน,  2546)   

  หลังจากที่โคไดรับการผสมพันธุ ไขที่ไดรับการผสมจะผานกระบวนการที่เรียกวา
การปฏิสนธิ คือ  กระบวนการผสมระหวางไขและอสุจิที่มีชีวิตอยู เกิดกระบวนการแบงเซลล  
เคลื่อนไปฝงตัวยังปกมดลูกขางใดขางหนึ่ง ตลอดระยะเวลาการอุมทองจนถึงวันที่คลอด  คอรปสลู
เทียมทําหนาที่ในการผลิตฮอรโมนโพรเจสเทอโรนเพื่อจรรโลงการตั้งทอง  ในระยะเริ่มตนของการ
ตั้งทอง ระดับโพรเจสเทอโรนในพลาสมาจะมีคาใกลเคียงกับวันที่ 14 – 16  ของวงรอบการเปนสัด 
ในโคที่ไมตั้งทอง  แตระดับของโพรเจสเทอโรนอาจสูงขึ้นบาง และจะคงระดับเชนนี้ตลอดการตั้ง
ทอง ประมาณวันที่  20 – 30  กอนคลอดจะเริ่มมีระดับลดลงอยางชา ๆ และมีระดับตํ่าสุดในวันที่
คลอด  Fairclough และคณะ (1975)  ศึกษาระดับโพรเจสเทอโรนในพลาสมาของโคที่ตั้งทอง 
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พบวาระดับของโพรเจสเทอโรนเพิ่มสูงขึ้นจาก  1.2 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร เปน  8.2 นาโนกรัมตอ
มิลลิลิตร และ  9.9  นาโนกรัมตอมิลลิลิตร (ในวันที่ 3 – 12 ของการตั้งทอง) โดยระดับโพรเจสเทอ
โรนจะคงสูงอยูตลอดการตั้งทอง จนกระทั่ง  1  วัน กอนคลอด ระดับโพรเจสเทอโรนจะลดต่ําลงถึง   
0.7  นาโนกรัมตอมิลลิลิตร แสดงในรูป 2.8  

 

 

  
 

รูปที่ 2.8  ระดับโพรเจสเทโรนในพลาสมา และ ในน้ํานมโคขณะตั้งทอง 

 

2.1.4.11  การใชระดับโพรเจสเทอโรนในนมตรวจการตั้งทอง 

  ในปจจุบันอาศัยความแตกตางของระดับโพรเจสเทอโรนในน้ํานม ตั้งแตวันที่ 20 
หลังการผสมเทียมเปนตนไป สามารถนําไปใชประโยชนในการตรวจการตั้งทอง เพราะในโคที่ไมตั้ง
ทอง ระดับของโพรเจสเทอโรนจะลดต่ําลง  เนื่องจากการเสื่อมสลายของคอรปสลูเทียม สวนในโคที่
ตั้งทองระดับโพรเจสเทอโรนจะมีคาสูงใกลเคียงกับวันที่ 14 – 15  ของวงรอบการเปนสัด ซึ่งไดผลดี
ในการวิเคราะหหาระดับโพรเจสเทอโรนในน้ํานมเพื่อตรวจการตั้งทอง (วิโรจน, 2546) 
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2.1.4.12   การใชระดับโพรเจสเทอโรนตรวจการแสดงอาการเปนสัด   

  การเปนสัดหลังคลอดของโคขึ้นกับการคืนตัวของสภาพมดลูกที่บอบช้ําเนื่องจาก
การคลอดสูสภาพปกติและขึ้นกับการทํางานของระบบประสาทอัตโนมัติ ที่หลอเลี้ยงตอมใตสมอง 
และมดลูกซึ่งควบคุมการผลิตฮอรโมนโกนาโดโทรพิน (FSH และ LH)  ไปควบคุมการทํางานของรัง
ไขใหสรางฮอรโมนเอสโทรเจนและโพรเจสเทอโรนไปควบคุมสภาพมดลูก ใหเตรียมพรอมตอการ
ผสมติดครั้งตอไป ตามปกติโคนมจะเปนสัดและตกไขหลังคลอด 30 – 72 วัน เมื่อไดรับการเลี้ยงดู 
และใหอาหารอยางดี  การวัดระดับโพรเจสเทอโรนในน้ํานมสามารถตรวจอาการสัดได  หากระดับ
ของโพรเจสเทอโรนต่ําลงสุด จะเปนเวลาที่โคเริ่มเปนสัด ทําใหสามารกําหนดเวลาผสมเทียมได  
(วิโรจน, 2546) 

 

2.1.5 แอนติเจน  

 แอนติเจน คือสารที่สามารถชักนําใหรางกายสรางแอนติบอดีได และสามารถทําปฏิกิริยา
จําเพาะกับแอนติบอดีได โดยแอนติเจนจะมีคุณสมบัติ 2 ประการคือ  

1. Immunogenicity คือ ความสามารถในการชักนําใหเกิดการสรางแอนติบอดี 

2. Specificity คือ สามารถทําปฏิกิริยาจําเพาะกับแอนติบอดี 

เอพิโทป (epitope หรือ antigenic determinant) คือตําแหนงยอย ๆ บนแอนติเจนที่ 
สามารถ ทําปฏิกิริยากับแอนติบอดีที่จําเพาะ  แอนติเจน 1 โมเลกุลจะมีเอพิโทปไดมากมายและ
แอนติเจนชนิดหนึ่ง ๆ จะมีเอพิโทปบนโมเลกุลไมเทากัน 
 
 

2.1.6 อิมมูโนเจน  
 
 อิมมูโนเจน คือสารที่สามารถชักนําใหรางกายเกิดการตอบสนองทางภูมิคุมกันได 
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2.1.7 แฮปเทน  
 แฮปเทน หมายถึงแอนติเจนที่มีคุณสมบัติไมครบถวน คือมีความจําเพาะกับแอนติเจน แต
ไมสามารถชักนําใหสรางแอนติบอดีได แตถาแฮปเทนจับกับสารที่มีโมเลกุลใหญกวาที่เรียกวา 
carrier  จะสามารถชักนําใหสรางแอนติบอดีได 

2.1.8 แอนติบอดี  

 แอนติบอดี คือ ไกลโคโปรตีน (glycoprotein) ที่ประกอบดวยพอลิเพปไทด  82 - 96 % 
และ     คารโบไฮเดรต 4 – 18 %  เกิดจากการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันตอเอพิโทป (epitope 
หรือ antigenic determinant)  ที่แปลกปลอม โดยจะทําปฏิกิริยาจําเพาะตอเอพิโทปนั้นเทานั้น  ซึ่ง
ผลจากปฏิกิริยานี้สามารถกําจัดสารพิษ  จุลินทรีย  ปรสิต  และสารแปลกปลอมอื่น ๆ ออกจากราง
กายได แอนติบอดีสวนใหญอยูในเซรุมสวนแกมมาโกลบูลิน (gamma globulin)  ถานําซีรัมของ
คนปกติมาแยกดวยกระแสไฟฟา (electrophoresis) จะแบงโปรตีนออกไดเปน 5 สวนใหญ ๆ  คือ 
แอลบูมิน และ โกลบูลินอีก 4 สวน คือ แอลฟา 1(α1),  แอลฟา 2(α2),  บีตา (β)  และ แกมมา 
(γ)  เนื่องจากแอนติบอดีเปนโกลบูลินที่ทําหนาที่เกี่ยวกับภูมิคุมกันของรางกาย จึงเรียกวา อิมมูโน
โกลบูลิน (immunoglobulin) หรือ Ig  ซึ่งมี 5 ชนิด คือ  IgG,  IgA,  IgM,  IgD และ IgE   
แอนติบอดีหรืออิมมูโนโกลบูลิน เปนผลผลิตของเซลลพลาสมาและลิมโฟไซต    ไมเพียงพบแตใน
เซรุมเทานั้น ยังพบในสวนน้ําอื่น ๆ ของรางกาย และในเนื้อเยื่อ เชน ปสสาวะ  น้ําไขสันหลัง  น้ํานม 
น้ําลาย  น้ําตา  ตอมน้ําเหลืองและมาม  นอกจากนี้ยังพบบนผิวของ บี-ลิมโฟไซต (B-lymphocyte) 
ดวย (สุทธิพันธและคณะ, 2537)  

 โครงสรางพื้นฐานของอิมโมโนโกลบูลิน 1 โมเลกุล (monomer)  แสดงดังรูปที่ 2.9 
ประกอบดวย สายพอลิเพปไทด 4 สาย คือ  heavy (H)  chain  2 สายที่เหมือนกัน  และ 
light (L) chain 2  สายที่เหมือนกัน เชื่อมตอกันดวยพันธะไดซัลไฟด (disulfide bond)  แรงยึดนี้
สามารถแยกออกจากกันไดดวยสาร mercaptoethanol  ปลายขางหนึ่งของสายพอลิเพปไทดเรียก 
NH2 หรือ amino terminal สวนปลายอีกขางหนึ่งเรียกวา  COOH หรือ carboxy terminal  โดยทุก
สายจะหันปลายขาง NH2 หรือCOOH  ไปทางเดียวกัน  โดยอาศัยความแตกตาง H  chain  
สามารถแบงอิมมูโนโกลบูลินออกไดเปน  5 class  คือ  IgG,  IgA,  IgM,  IgD และ IgE    ซึ่งมี H  
chain  ชนิด γ, α, µ, δ และ ε  ตามลําดับ  H  chain  ของอิมมูโนโกลบูลินแตละ class  มีความ
แตกตางกันในน้ําหนักโมเลกุล,  สวนประกอบของคารโบไฮเดรต,  antigenic determinant,  คุณ
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สมบัติทางชีวภาพและการเคลื่อนที่เมื่อทําการแยกดวยกระแสไฟฟา เชนเดียวกันสามารถแบง L 
chain ออกไดเปน 2 ชนิด  คือ kappa (k)  และ  lamda (λ) 

 

 

    
                            

รูปที่ 2.9  โครงสรางพื้นฐานของอิมมูโนโกลบูลิน 

2.1.8.1  โมโนโคลนอลแอนติบอดี  

  โมโนโคลนอลแอนติบอดีคือ แอนติบอดีที่สรางจากกลุมเซลลพลาสมา ซึ่งกําเนิด
มาจากบี-ลิมโฟไซตเซลลเดียว ทําใหทุกโมเลกุลของแอนติบอดีเหลานี้มีคุณสมบัติเหมือนกันทุก
ประการทั้งในดานความจําเพาะตอเอพิโทปของแอนติเจน และในดานของ heavy chain  และ 
light chain ของอิมมูโนโกลบูลิน ซึ่งเปนตัวกําหนดคุณสมบัติทางชีวภาพของแอนติบอดีชนิดนั้น 

  ในภาวะปกติรางกายจะสรางโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลาย ๆ ชนิดรวมกัน   ซึ่ง
เรียกวา พอลิโคลนอลแอนติบอดี   สําหรับโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ใชกันอยางแพรหลายในหอง
ปฏิบัติการ และที่นําไปใชในการรักษาโรคเปนชนิดที่ผลิตขึ้นในหองทดลองดวยวิธีตาง ๆ กัน ที่
สําคัญมี 2 วิธี คือ somatic hybridization ซึ่งเปนการหลอมรวมเซลล  2 เซลลเขาดวยกัน โดย
เซลลหนึ่งเปนเซลลที่สามารถสรางแอนติบอดีได อีกเซลลหนึ่งสามารถเพิ่มจํานวนไดอยางไมหยุด
ยั้ง วธิีการนี้ทําใหไดกลุมเซลลลูกผสมที่เรียกวา ไฮบริโดมา (hybridoma) ซึ่งปนกลุมเซลลที่
สามารถสรางแอนติบอดี และมีชีวิตยืนยาว (immortalize)  สามารถเพิ่มจํานวนไดไมมีส้ินสุด สวน
อีกวิธีหนึ่งคือการใชเทคโนโลยีทางพันธุวิศวกรรมเพื่อแยกเอายีนอิมมูโนโกลบูลิน ออกมาดัดแปลง 

      NH2 
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แลวนํากลับใสเขาไปในเซลลใหม เปนการดัดแปลงในระดับยีน ทําใหโมเลกุลแอนติบอดีมีคุณ
สมบัติเปลี่ยนไปตามที่ตองการ โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตโดยวิธีนี้เรียกวา แอนติบอดีที่ดัด
แปลงพันธุกรรม (สุทธิพันธและคณะ, 2537) 

  2.1.8.2 ความแตกตางระหวางโมโนโคลนอลแอนติบอดี และ พอลิโคล
นอลแอนติบอดี 

  เมื่อมองระดับโมเลกุลแลว พอลิโคลนอลแอนติบอดี คือ โมโนโคลนอลแอนติบอดี
หลาย  ๆ ชนิดรวมกัน ซึ่งเกิดขึ้นตามธรรมชาติในรางกายของมนุษยหรือสัตว เมื่อไดรับการกระตุน
โดยแอนติเจน แอนติบอดีทั้ง 2 ชนิดมีความแตกตางกัน 4 ประการหลัก คือ (สุทธิพันธและคณะ, 
2537) 

1. แหลงกําเนิดและวิธีการผลิต 
โมโนโคลนอลแอนติบอดีไมวาจะผลิตจากวิธี somatic hybridyzation หรือ โดย 

วิธีทางพันธุวิศวกรรมก็ตาม  ตองอาศัยเทคโนโลยีจําเพาะ และตองใชกระบวนการทางหองปฏิบัติ
การที่ซับซอน ซึ่งขั้นตอนเหลานี้มีคาใชจายสูง เมื่อเทียบกับการผลิตพอลิโคลนอลแอนติบอดี ซึ่ง
ผลิตโดยการกระตุนระบบภูมิคุมกันของคนหรือสัตวทดลองดวยแอนติเจน ใหสรางแอนติบอดีที่
ตองการออกมาในกระแสเลือด หลังจากนั้นจึงแยกแอนติบอดีออกจากซีรัม การผลิตพอลิโคลนอล
แอนติบอดีจึงมีคาใชจายถูกกวาและทําไดงายกวา แตพอลิโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตในสัตวตาง
ชนิดหรือแมแตในสัตวชนิดเดียวกัน แตคนละตัวก็อาจมีสวนประกอบของแอนติบอดีตางกันทั้งใน
ดานปริมาณและคุณภาพ นอกจากนี้พอลิโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดแตละคร้ังจะมีปริมาณจํากัด 
และอาจตองใชคนหรือสัตวทดลองจํานวนมาก ดังนั้นในการผลิตจึงตองมีการควบคุมคุณภาพของ
พอลิโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตขึ้นทุก ๆ คร้ัง  สวนโมโนโคลนอลแอนติบอดีนั้น สามารถผลิตได
อยางไมจํากัดในดานปริมาณและคุณภาพ  เนื่องจากทั้งยีนและเซลลที่ผลิตแอนติบอดีนั้นจะถูก
เก็บรักษาไวตลอดไป 

2. ความจําเพาะตอแอนติเจน 
โมโนโคลนอลแอนติบอดีมีความจําเพาะตอ เอพิโทป ชนิดใดชนิดหนึ่งเทานั้น 

ซึ่งอาจเปนเอพิโทปที่จําเพาะ หรือ เอพิโทปที่ทําใหเกิดปฏิกิริยาขาม (cross reactive epitope) ก็
ได สวนพอลิโคลนอลแอนติบอดี ประกอบดวยแอนติบอดีหลาย ๆ ชนิด ที่แตละโมเลกุลมีความ
จําเพาะตอเอพิโทปของตน    ซึ่งทําใหพอลิโคลนอลแอนติบอดีมีความจําเพาะตอหลายเอพิโทป
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ตาง ๆ บนโมเลกุลของแอนติเจน  ดวยเหตุนี้ถาเปรียบเทียบความจําเพาะและปฏิกิริยาขามระหวาง
พอลิโคลนอลแอนติบอดีและโมโนโคลนอลแอนติบอดีแลว จะเห็นวาพอลิโคลนอลแอนติบอดีมี
ปฏิกิริยาขาม ไดมากกวา เนื่องจากประกอบดวยโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลายชนิด ซึ่งบางชนิด
อาจสามารถจับไดกับเอพิโทปที่มีอยูบนแอนติเจนอื่นดวย อยางไรก็ตามโมโนโคลนอลแอนติบอดีก็
สามารถมีปฏิกิริยาขามไดในบางกรณี  เชน ในกรณีที่เอพิโทป ที่โมโนโคลนอลแอนติบอดีจับอยาง
จําเพาะนั้นเปน เอพิโทปที่อยูบนโมเลกุลของแอนติเจนชนิดอื่นดวย  

3. สัมพรรคภาพ และ อะวิดีตีของแอนติบอดี 
สัมพรรคภาพ คือ คาการจับกันระหวางแอนติเจนกับแอนติบอดีเพียง 1 

ตําแหนง และ อะวิดีต ีคือผลรวมแตละตําแหนงของการจับกับระหวางแอนติเจนกับแอนติบอดี ซึ่ง 
สัมพรรคภาพ และอะวิดีตีเปนคุณสมบัติภายในของแอนติบอดีแตละโมเลกุล กําหนดโดยลักษณะ
โครงสรางของสวนที่ใชจับกับแอนติเจนของโมเลกุลอิมมูโนโกลบูลิน ซึ่งก็คือสวนของบริเวณแปรผัน
นั่นเอง สัมพรรคภาพเปนคุณลักษณะจําเพาะของแอนติบอดีแตละชนิดและเปนผลของขบวนการที่
เกิดในธรรมชาติ โดยในระหวางพัฒนาการของบี-ลิมโฟไซตจะมีการจัดเรียงตัวใหม (rearrange) 
ของยีนอิมมูโนโกลบูลินในแบบตาง ๆ ทําใหเกิดแอนตบิอดีที่มีสัมพรรคภาพมากนอยตางกันได 

  ดังนั้นหากตองการสรางโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหมีสัมพรรคภาพดีมากนอยเพียงใดก็
ข้ึนกับวิธีการในการคัดเลือกเซลลตนกําเนิดของโมโนโคลนอลแอนติบอดีนั้น ๆ  สวนพอลิโคลนอล
แอนติบอดีนั้นมีสัมพรรคภาพที่เปนผลเฉลี่ยจากสัมพรรคภาพของแอนติบอดีแตละโมเลกุลที่
ประกอบกนัขึ้นมาเปนพอลิโคลนอลแอนติบอดี ซึ่งก็มักอยูในระดับปานกลางถึงดี 

 

2.1.8.3 การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากเซลลหนูดวยวิธี somatic  

hybridization 

ในรางกายมี บี-ลิมโฟไซตหรือเซลลพลาสมา ที่สามารถสรางโมโนโคลนอล 
แอนติบอดีที่ตองการได  แตเมื่อนําเซลลนั้นมาเลี้ยงนอกรางกาย เซลลดังกลาวจะแบงตัวไดไมดี
และตายในเวลาอันสั้น ทําใหไมสามารถนํามาใชประโยชนในการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีใน
หลอดทดลองได  ในขณะเดียวกันมีเซลลมะเร็งกลุมหนึ่งซึ่งมีกําเนิดจากเซลลพลาสมา เรียกวา
เซลลไมอีโลมา (myeloma cell)  มีคุณสมบัติของเซลลมะเร็ง คือ สามารถแบงตัวและมีชีวิตอยูได
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ตลอดไป เซลลกลุมนี้อาจสูญเสียยีนอิมมูโนโกลบูลินของตน ทําใหไมสามารถสรางแอนติบอดี แต
จะสามารถสรางแอนติบอดีไดถาไดรับยีนอิมมูโนโกลบูลิน จากบี-ลิมโฟไซต หรือเซลลพลาสมาอื่น
เขาไป การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี ดวยวิธี somatic hybridization มีหลกัการที่จะแสดงคุณ
สมบัติของเซลลทั้งสองชนิดนี้รวมไวในเซลลเดียวกัน  Köhler และ Milstein (1975) รายงานเปน
ครั้งแรกเกี่ยวกับการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยใชเทคนิคไฮบริโดมาโดยการหลอมรวม 
(fusion) เซลลไมอีโลมากับ บี-ลิมโฟไซตจากมามของหนูที่ถูกกระตุนไวแลวดวยแอนติเจน เซลลลูก
ผสมที่เกิดขึ้นมีคุณสมบัติพิเศษซึ่งไดมาจากตนกําเนิดทั้ง 2 ฝาย คือ มีความสามารถในการเจริญ
เติบโตในหลอดทดลองไดตลอดไปเหมือนเซลลไมอีโลมา และมีความสามารถในการผลิต
แอนติบอดีจําเพาะตอแอนติเจนซึ่งเปนคุณสมบัติที่ไดจากบี-ลิมโฟไซต ดังนั้นจึงสามารถผลิตโมโน
โคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะไดตลอดไปจากการเพาะเลี้ยงเซลลลูกผสมดังกลาว (สุทธิพันธและ
คณะ, 2537) 

2.1.9 เทคนิคไฮบริโดมา  

มีขั้นตอนสําคัญดังตอไปนี้ (สุทธิพันธและคณะ, 2537) 

 1. การกระตุนระบบภูมิคุมกันของหนู (immunization) เพื่อใหไดบี-ลิมโฟไซต ที่สราง
แอนติบอดีที่จําเพาะตอแอนติเจนที่ตองการ ซึ่งสวนใหญจะไดจากมาม แตก็สามารถแยกไดจาก
อวัยวะน้ําเหลืองอื่น ๆ เชน ตอมน้ําเหลือง วิธีการกระตุนหนูใหสรางภูมิคุมกันใหไดผลดีขึ้นกับ
ปจจัยหลายอยาง ไดแก ทางที่แอนติเจนเขาสูรางกาย  ปริมาณของแอนติเจนที่ใหและชวงหางของ
ระยะเวลาระหวางการกระตุนแตละครั้ง ซึ่งอาจแตกตางกันสําหรับแอนติเจนแตละประเภท แตที่
สําคัญ คือ การใหแอนติเจนกระตุนครั้งสุดทาย 3 วันกอนทําการเชื่อมตอเซลล จะทําใหไดจํานวน
โคลน (clone) ของเซลลลูกผสมที่มีความจําเพาะตอแอนติเจนที่ตองการไดมากที่สุด 

2. การกําจัดเซลลที่ไมถูกเชื่อมตอ ความสําเร็จของการผลิตไฮบริโดมาสวนหนึ่งขึ้นอยูกับ
การกําจัดเซลลที่ไมถูกเชื่อมตอ คือ เซลลไมอีโลมา และเซลลจากมาม ออกจากเซลลไฮบริโดมาที่
เกิดขึ้น เซลลจากมามไมสามารถเติบโตในหลอดทดลองไดจึงไมเปนปญหา แตเซลลไมอีโลมา
สามารถเจริญเติบโตในหลอดทดลองไดไมจํากัด และอาจเติบโตมากจนเบียดบังเซลลไฮบริโดมาที่
มีอยูจํานวนนอยกวาในระยะแรก หลังการเชื่อมตอเซลลใหม ๆ  ทําใหไมไดเซลลลูกผสมที่ตองการ 
ดวยเหตุนี้จึงตองมีวิธีกําจัดเซลลไมอีโลมาที่ไมตองการออกโดยใชเซลลไมอีโลมามีคุณสมบัติขาด
เอนไซม HGPRT (Hypoxanthine Guanine Phosphoribosyltranferase) โดยการเพาะเลี้ยงเซลล
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ไมอีโลมาในอาหารเลี้ยงเซลลที่ใสสาร 6-ไธโอกวานีน หรือ 8-อะซากวานีน ซึ่งเปนอะนาลอกของ
เบสกวานีนและมีความเปนพิษ เมื่อเซลลไมอีโลมาใชสารนี้ที่จะเขาไปแทนที่เบสกัวนินในการ
สังเคราะหสาย DNA โดยใชเอนไซม HGPRT ทําใหไดสาย DNA ที่ผิดปกติ  ซึ่งจะทําใหเซลลไมอี
โลมาตายในที่สุด แตเซลลไมอีโลมาบางเซลลสามารถปรับตัวใหมีชีวิตรอดไดโดยเกิดการ กลาย
พันธุไมใชเอนไซม HGPRT ในการสรางสาย DNA (HGPRT-) ซึ่งจะนําเซลลไมอีโลมาที่มีคุณสมบัติ 
HGPRT- มาใชในการเชื่อมตอและใช selective media ซึ่งมีสารชื่อ ไฮโพแซนทีน (hypoxanthine), 
อะมินอพเทอร ิน (aminopterin) และ ไทมิดีน (thymidine) เรียกวา HAT medium   ซึ่งมีคุณสมบัติ
ที่จะยอมใหเฉพาะเซลลไฮบริโดมาเทานั้นเจริญเติบโต โดยสารอะมินอพเทอร ินเปนอะนาลอกของ
กรดโฟลิก สามารถจับกับเอนไซมโฟลิกแอซิดรีดักเทส ทําใหยับยั้งโคเอนไซมที่จะใชในการ
สังเคราะห DNA ผานทาง de novo biosynthesis เซลลที่จะรอดชีวิตใน HAT medium ได จึงตอง
มีการสราง DNA ผานทาง salvage pathway ซึ่งตองอาศัยเอนไซมที่สําคญั 2 ตัวคือ ไทมิดีนไค
เนส (TK)  และ Hypoxanthine Guanine Phosphoribosyl Transferase (HGPRT) ถาเซลลขาด
เอนไซมตัวใดตัวหนึ่งไป จะไมสามารถสราง DNAได แตถานําเซลลที่ขาดเอนไซม TK หรือ HGPRT 
ไปทําการเชื่อมกับเซลลที่มีเอนไซมก็จะทําใหเซลลลูกผสมหรือเซลลไฮบริโดมาสามารถรอดชีวิต
และเจริญเติบโตไดใน HAT medium 

3. การเชื่อมตอเซลล โดยนําเซลลบี-ลิมโฟไซต มาเชื่อมรวมกับเซลลไมอีโลมา  โดยใช 
Sendai virus หรือสารพอลิเอทิลีนไกลคอลซึ่งมีการใชคร้ังแรกโดย        Galfre และคณะ (1977) 
โดยพบวาพอลิเอธิลีนไกลคอลมีสมบตัิทําใหเยื่อหุมเซลลนุมและเหนียวหนืด ทําใหผิวนอกของ
เซลล 2 เซลลที่อยูในระยะไมโทติก เช ื่อมรวมเปนเซลลเดียวกัน ทําใหเกิดการรวมกันของโครโมโซม
จากเซลลตนกําเนิดทั้งสอง เซลลลูกผสมที่ไดจะมีโครโมโซมเปนเททราพลอยดีซ ึ่งเทากับจํานวน
รวมของโครโมโซมของเซลลตนกําเนิด และมีสวนประกอบทางพันธุกรรมของเซลลตนกําเนิดทั้ง
สอง หลังจากนั้นเมื่อเซลลลูกผสมแบงตัวเพิ่มจํานวน อาจมีการสูญหายของโครโมโซมบางอันไป
บาง เชน ถาโครโมโซมที่สูญหายมียีนของอิมมโูนโกลบูลิน ก็จะเปนผลใหเซลลลูกผสมนั้นหยุด
สรางแอนติบอดี  ถาโครโมโซมที่จําเปนสําหรับการแบงตัวสูญหาย ก็จะทําใหเซลลลูกผสมนั้นหยุด
เจริญเติบโต เซลลลูกผสมจะเปนเซลลกลุมเดียวที่มีความทนทานตอ HAT medium และสามารถ
เพิ่มจํานวนและหลั่งแอนติบอดีออกมาในอาหารเลี้ยงเซลลใหตรวจพบได 

4. การคัดเลือกเซลลลูกผสมที่ตองการ  ทําโดยคัดกรองแอนติบอดีที่อยูในอาหารเลี้ยง
เซลลตามคุณสมบัติที่ตองการ อาจใชวิธีทดสอบตาง ๆ ทางหองปฏิบัติการ เชน ELISA, western 
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blot, agglutination เปนตน  แลวแตวัตถุประสงคที่ตองการ  หลังจากนั้นก็นําเซลลลูกผสม 1 เซลล
ที่ผลิตแอนติบอดีที่ตองการมาเลี้ยง เพื่อใหไดกลุมเซลลลูกผสมที่เปนกลุมเดียวกันทั้งหมด คือมีตน
กําเนิดจากเซลลตนแบบเดียวกัน  

 
2.2 การผลิตแอนติบอดีที่จําเพาะตอโพรเจสเทอโรน 

 
Nakao และคณะ (1980) ฉีดกระตุนกระตายดวย 11 แอลฟา-ไฮดรอกซีโพรเจสเทอโรนเฮ

มิซัคซิเนตที่เชื่อมตอกับ BSA  แลวจึงนําแอนติซีรัมที่ไดไปหาปริมาณโพรเจสเทอโรนโดยวิธี 
enzyme immunoassay โดยเชื่อมตอ แอลฟา-ไฮดรอกซีโพรเจสเทอโรนเฮมิซัคซิเนตเขากับ บีตา-
กาแลคโตไซเดส สามารถวัดโพรเจสเทอโรนระดับตํ่าสุดได 12 พิโคกรัม  เชนเดียวกับ Waldmann 
และคณะ (1999)  ทําการเชื่อมตอ 11แอลฟา-ไฮดรอกซีโพรเจสเทอโรนเฮมิซัคซิเนต เขากับ BSA  
แลวนําไปฉีดกระตุนหนู mice  สายพันธุ Balb/c mice  พบวาหนูสรางแอนติบอดีไทเทอรเทากับ  
1: 125,000 เมื่อนําเซลลมามมาหลอมรวมกับเซลลไมอีโลมา ไดเซลลลูกผสมที่สรางแอนติบอดีตอ
โพรเจสเทอโรน 11 โคลน 
 Mustafaev และคณะ (1996) ไดศึกษาถึงผลของการตอบสนองทางภูมิคุมกันของหนู ตอ

โพรเจสเทอโรนเมื่อฉีดกระตุนหนูดวยพอลิแอนไอออนโปรตีนคอมเพลก โดยใชโพรเจสเทอโรนที่เชื่อม
ตอกับ polyacrylic acid copper BSA (PAA-Cu2+-(BSA-P))   เปรียบเทียบกับเมื่อฉีดกระตุนดวย 
โพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอกับ BSA ที่ผสมกับ incomplete Freund’s adjuvant  พบวา PAA-Cu2+-
(BSA-P) ทําใหหนูสรางแอนติบอดีตอบสนองตอ BSA สูงพอ ๆ กับแอนติบอดีที่ตอบสนองตอโพรเจส
เทอโรน 

 Elder และคณะ (1997) ทําการสรางเซลลไฮบริโดมาระหวางบี-ลิมโฟไซตและไมอีโลมา 
โดยใชเทคนิคอีเลคโทรฟวชัน พบวาวิธีนี้มีประสิทธิภาพดีกวาการสรางเซลลลูกผสม   โดยใชสาร
พอลิเอธิลีนไกลคอล  สามารถสรางเซลลลูกผสมที่ผลิตแอนติบอดีตอโพรเจสเทอโรนมากกวา 1 
เทาตัว 
 Yucel และ คณะ (1999a)  ทําการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอโพรเจสเทอโรนโดยนํา 
บี-ลิมโฟไซต ของหนูที่ไดรับการกระตุนภูมิคุมกันดวยโพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอกับ BSA  มาหลอม
รวมกับเซลลมัยอีมา  โดยทําการเชื่อมรวม 2 คร้ัง สามารถสรางเซลลลูกผสมที่ผลิตโมโนโคลนอล
แอนติบอดีตอโพรเจสเทอโรน 2 โคลน ซึ่งเซลลไฮบริโดมาที่ไดสรางแอนติบอดีที่จําเพาะ ไมทํา
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ปฏิกิริยาขามกลุมกับสารที่มีโครงสรางคลายกับที่นํามาทดสอบ คือ เอสทราไดออล,  เทสโทสเทอ
โรน,  อัลโดสเทอโรน และคอรทิโคสเทอโรน  และพบวาแอนติบอดีที่ผลิตมีไอโซไทป  คือ IgG2a 
 Yucel และคณะ (1999b)   ทําการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอโพรเจสเทอโรนและ 
เอสทราไดออล โดยกระตุนระบบภูมิคุมกันของหนูทดลองดวยแอนติเจน 3 ชนิดผสมกัน คือ        
โพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอกับ BSA,  เอสทราไดออลที่เชื่อมตอกับ BSA และเทสโทสเทอโรนที่เชื่อม
ตอกับ BSA จากนั้นนําบี-ลิมโฟไซต ของหนูที่ไดรับการกระตุนภูมิคุมกัน มาหลอมรวมกับเซลลไมอี
โลมา  ไดเซลลไฮบริโดมาที่สรางโมโนโคลนอลแอนติบอดีจําเพาะตอโพรเจสเทอโรนจํานวน 2 
โคลน  และจําเพาะตอเอสทราไดออลจํานวน 1 โคลน  ซึ่งโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดมีไอโซไทป
เปน IgG1,  IgG2a  และ IgG2b  ซึ่งโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดไมทําปฏิกิริยาขามกับฮอรโมน
ในกลุมสเตอรอยด    
 Corol และคณะ (2001) ทําการหาลักษณะสมบัติทางเคมีเชิงกายภาพ ของ โพรเจสเทอ
โรน-11-แอลฟา-เฮมิซัคซินิลที่เชื่อมตอกับ BSA และ  เทสโทสเทอโรน-3-คารบอกซีเมธิลออกไซม 
(T-3-cmo) ที่เชื่อมตอกับ BSA  โดยวิธีการวัดความแตกตางของสเปกตรัมระหวาง P-11-alpha-
hem-BSA และ T-3-cmo-BSA  กับ โพรเจสเทอโรน-11-แอลฟา-เฮมิซัคซินิล และ เทสโทสเทอโรน-
3-คารบอกซีเมธิลออกไซม จากการทดลองสามารถหาสัดสวนโมลระหวาง P-11-alpha-hem กับ 
BSA ใน P-11-alpha-hem-BSA เทากับ 23:1  และ  สัดสวนโมลระหวาง T-3-cmo กับ BSA  ใน 
T-3-cmo-BSA  เทากับ  17:1  ซึ่งแอนติเจนทั้งสองชนิดนี้จะนําไปใชฉีดกระตุนสัตวทดลองตอไป 
 Hong และ Choi (2002) ทําการเชื่อมตอ โพรเจสเทอโรน-3-คารบอกซเีมธิลออกไซม (P-
3cmo)  เขากับ BSA โดยใช  N–hydroxysuccinimide ester (NHS) และ 
dicyclohexlycarbodiimide (DDC) ชวยในการเชื่อมตอ แลวจึงนํา P-3cmo ที่ติดกับ BSA (P-
3cmo-BSA)  ไปฉีดกระตุนหนูทดลองใหสรางแอนติบอดีตอโพรเจสเทอโรน จากนั้นนําแอนติบอดี
ที่ได ไปทําเปนชุดทดสอบแบบ one-step fluorescence polarization immunoassay (FPIA)  
เพื่อใชวัดระดับโพรเจสเทอโรนได  
 
 
 



บทที่  3 
 

อุปกรณและวิธีดําเนินการวิจัย 

 
3.1 เครื่องมือและอุปกรณที่ใชในการวิจัย 

1.1 หนู mouse สายพันธุ BALB/c (inbred strain) เพศเมีย สํานักสัตวทดลองแหง
ชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล 

1.2 เซลลไมอีโลมา P3/NSI/1-4A4-1 (NSI)   ATCC No: TIB 18 
 1.3 อุปกรณตางๆ 
  กระบอกฉีดยาขนาด 1  มิลลิลิตร    Nipro  

กระบอกฉีดยาขนาด 5  มิลลิลิตร    Nipro 
  กลองจุลทรรศนชนิดหัวกลับ    Nikon 
  ขวดแกว      Boro 
  เข็มฉีดยา ( 18G, 21G )     Nipro 
  เครื่องมือนับเซลล     Boeco 
  เครื่องปนเหวี่ยง      MSE minor 35 
  เครื่องวัดพี เอช      Mettler Toledo 
  เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร    Titertek 
  เครื่อง microtiterplate reader    Titertek 
  จานชนิด 96 หลุม     Nunc 

ตูบมที่มีคารบอนไดออกไซด    Revco, Yamato 
ตูปลอดเชื้อ      Cambrige 
ปเปตต       Eppendorf 
ปเปตตอัตโนมัติ      Socorex 

  ปมลม       Iwaki 
  ภาชนะเลี้ยงเซลล (50, 250 มิลลิลิตร)   Nunc 

หมอนึ่งฆาเชื้อ      Udono-RII 
  หลอดปนเหวี่ยงขนาด 50 มิลลิลิตร   Nunc 

หลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร    Axygen 
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3.2 สารเคมีที่ใชในการวิจัย 

ตารางที่ 3.1 สารเคมีที่ใชในการวิจัย 

 

สารเคมีที่ใชในการวิจัย ที่มา 

1. Absolute Ethanol บริษัท Italmar, Italy 

2. Aldosterone  บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

3. Aminopterine บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

4. BCA protein assay   บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

5. Bovine serum albumin บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

6. Cholesterol บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

7. Citric acid บริษัท Merck, Germany 

8. Corticosterone บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

9. D-glucose บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

10. Diethyl ether บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

11. Dimethylformamide (DMF) บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

12. Dimethyl sulfoxide (DMSO) บริษัท Fluka, Swithzerland 
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ตารางที่ 1 สารเคมีที่ใชในการวิจัย (ตอ) 

 
สารเคมีที่ใชในการวิจัย ที่มา 

13. Disodium hydrogenphosphate บริษัท Carlo erba, USA 

14. Disodium hydrogenphosphate บริษัท Carlo erba, USA 
15. 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) 
carbodiimide (EDC) บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

16. Estrdiol บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

17. Fetal bovine serum บริษัท Invitromex, USA 

18. Hydrogen peroxide บริษัท Fluka, Swithzerland 

19. Hypoxanthine บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

20. Isotyping kit บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

21. L-glutamine บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

22. Methanol บริษัท Merck, Germany 

23. N-hydroxysuccimide ester (NHS) บริษัท Fluka, Swithzerland 

24. Norfloxacin บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

25. O-phenylenediamine บริษัท Abkem Iberia S.L., USA 

26. Penicllin G บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
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ตารางที่ 1  สารเคมีที่ใชในการวิจัย (ตอ) 

 

สารเคมีที่ใชในการวิจัย ที่มา 

27. Peroxidase-Rabbit Anti-Mouse IgG (Gamma 
chain Specific) 

บริษัท Zymed, USA 

28. Polyethylene glycol บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

29. Progesterone บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

30. Progesterone-3-(O-carboymethyl)oxime  
(P-3cmo) บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

31. Progesterone-17αhydroxy- BSA conjugate บริษัท Fitzgerald, USA 

32.  Progesterone-17αhydroxy บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

33. RPMI 1640medium  บริษัท Invitromex, Germany 

34. Salbutamol บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

35. Sodium bicarbonate บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

36. Sodium cabonate บริษัท Merck, Germany 
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ตารางที่ 1  สารเคมีที่ใชในการวิจัย (ตอ) 

 
สารเคมีที่ใชในการวิจัย ที่มา 

37. Sodium chloride บริษัท Merck, Germany 

38. Sodium dihydrogen phosphate บริษัท Carlo erba, USA 

39. Sodium pyruvate บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
40. Sulfuric acid บริษัท Merck, Germany 

41. Testosterone บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

42. Tetracyclin บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

43. Tween 20 บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

44. Tris (hydroxymethyl) aminomehane บริษัท Merck, Germany 

45. นมผงพรองมันเนย บริษัท มิชชัช, Thailand 
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3.3 ขั้นตอนการวิจัย 
  
 3.3.1 การเตรียมอิมมูโนเจน (immunogen) 
 
 เนื่องจากโพรเจสเตอโรนเปนสารที่มีขนาดโมเลกุลเล็กทําใหไมสามารถกระตุน
การสรางแอนติบอดีในการตอบสนองได โดยเรียกสารที่มีคุณสมบัติดังกลาววาแฮปเทน (hapten) 
ดังนั้นในการกระตุนระบบภูมิคุมกัน จึงตองมีการเชื่อมแฮปเทนกับสารที่ขนาดโมเลกุลใหญ  ซึ่งเมื่อ
เขาสูรางกายจะกระตุนใหรางกายสรางแอนติบอดีที่จําเพาะตอสารแฮปเทนที่ตองการเพื่อตอบ
สนองได     สารที่สามารถกระตุนใหรางกายสรางแอนติบอดีที่จําเพาะเรียกวา  อิมมูโนเจน     
(สุทธิพันธและคณะ, 2537) โดยทําการเชื่อมตอโพรเจสเทอโรนคารบอกซีเมทิลออกไซมเขากับ 
BSA  ดังนี้ ชั่ง P3cmo  4 มิลลิกรัม,  NHS 3 มิลลิกรัม และ EDC 3 มิลลิกรัม ละลายใน DMF 0.5 
มิลลิลิตร  เขยาชา ๆ เปนเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นเติมสารละลาย BSA 4 มิลลิกรัม ใน carbonate 
buffer 0.5 M, pH 9.6  ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ลงไป กวนเบา ๆ ที่อุณหภูมิหอง 2 ชั่วโมงแลวจึงนําไป
ไดแอไลซดวย PBS ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยเปลี่ยน PBS  5 คร้ัง ทุกๆ  6 ชั่วโมง (Hong 
และ Myung, 2002) 
 
 3.2.2 การหาปริมาณโปรตีนของBSA ที่เชื่อมตอกับโพรเจสเทอโรน  
  

   หาปริมาณโปรตีนของ BSA ที่เชื่อมตอกับโพรเจสเทอโรนคารบอกซีเมทิลออกไซม 
ดวยวิธี Bicinchoninic Acid Assay (BCA assay) โดยใชชุดทดสอบ BCATM assay kit ของ 
บริษัท Pierce โดยเตรียม Working reagent ดวยการผสม Reagent A กับ Reagent B ในอัตรา
สวน Reagent  A:B = 50:1 จากนั้นเตรียมสารมาตรฐาน BSA และสารโพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอ
กับ BSA โดยทําการเจือจางดวย PBS ซึ่งสารมาตรฐานเจือจางที่ความเขมขน 0-1000 ไมโครกรัม
ตอมิลลิลิตร และสารตัวอยางเจือจางที่ความเจือจาง 1:5 และไมเจือจาง แลวเติมสารมาตรฐาน
และสารตัวอยางแตละความเขมขนลงในจานชนิด 96 หลุม ๆ ละ 25 ไมโครลิตร เติม Working 
reagent ลงไปในหลุมที่มีสารมาตรฐานและสารตัวอยางหลุมละ 200 ไมโครลิตร เขยาจานชนิด 96 
หลุม เบาๆ ประมาณ 30 วินาที กอนนําไปเขาตูบม 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที จากนั้น
นําจานชนิด 96 หลุม ออกมาวางไวใหเย็นลงที่อุณหภูมิหอง แลวนําไปวัดคาดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร ดวยเครื่อง Microtiterplate reader  
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 3.3.3  การหาปริมาณโพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอกับโปรตีน BSA โดยใชชุด
ทดสอบ progesterone EIA ของบริษัท Euro-diagnostica 
 
   หาปริมาณโพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอกับ BSA โดยโดยใชชุดทดสอบ 
progesterone EIA ของบริษัท Euro-diagnostica ซึ่งอาศัยหลักการ competitive ELISA  โดยมี
ขั้นตอนดังนี้  เตรียมสารละลายโพรเจสเทอโรนมาตรฐานใหมีความเขมขน  0,  0.0625,  0.125,  
0.25,  0.5   และ 1 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ในบัฟเฟอรของชุดทดสอบ     จากนั้นเติมสารละลาย  
โพรเจสเทอโรนมาตรฐานที่ความเขมขนตาง ๆ และ สารละลายโพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอกับ BSA  
ที่ความเจือจาง 1: 1,000,  1:10,000 และ 1:100,000 เทา ปริมาตร 50 ไมโครลิตรลงในจานชนิด 
96 หลุมที่เคลือบแอนติบอดีทุติยภูมิที่จําเพาะกับ IgG ของกระตาย แลวจึงเติมโพรเจสเทอโรนที่
เชื่อมตอกับเอนไซม HRP และสารละลายแอนติบอดีปริมาตร 25 ไมโครลิตร โดยหลุมที่เปนแบลงค
ใสเพียงบัฟเฟอรปริมาตร 100 ไมโครลิตร เขยา 1 นาที แลวบมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ในที่มืด
เปนเวลา 1 ชั่วโมง แลวจึงลาง 3 คร้ัง ดวยบัฟเฟอรสําหรับลาง จากนั้นเติมสารละลายสับสเตรต
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที เติมสารละลายสําหรับหยุดปฏิกิริยา
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร  ดวยเครื่อง 
Microtiterplate reader สรางกราฟมาตรฐานโพรเจสเทอโรนระหวาง คา %maximal 
absorbance และความเขมขนของโพรเจสเทอโรนมาตรฐาน หาปริมาณโพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอ
กับ BSA โดยเทียบกับกราฟมาตรฐาน โดย 
% maximal absorbance    =     คาการดูดกลืนแสงที่ 450 ของโพรเจสเทอโรนมาตรฐาน  X 100 
                คาการดูดกลืนแสงที่ 450 ของโพรเจสเทอโรนที่ความเขมขน 0  
 
  3.3.4  การหาเปอรเซนตการจับของโพรเจสเทอโรนตอ BSA โดยวิธี 2,4,6-
Trinitrobenzene Sulfonic Acid (TNBS)  
 

        เนื่องจากในการเชื่อมตอกันระหวาง BSA กับโพรเจสเทอโรน  เปนการจับกัน 
บริเวณตําแหนงหมูคารบอกซี (carboxylic group) ของโพรเจสเทอโรนและ หมูเอมีน (amino 
group) ของ BSA  ดังนั้นจ ึงสามารถวัดปริมาณหมูเอมีนของ BSA  ที่ไมจับกับโพรเจสเทอโรนได
โดยใชวิธี TNBS  โดยมีวิธีการดังนี้ ละลาย BSA และ สารโพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอกับ BSA ใหมี
ความเขมขน 250  และ 500 ไมโครกรัมตอมลิลิลิตร ใน sodium bicarbonate buffer ความเขมขน 
0.1 M, pH 8.5  เติมสารละลายปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในจานชนิด 96 หลุม  แลวเติมสาร
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ละลาย TNBS ความเขมขน 0.5% (w/v) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร   เขยาใหเขากัน บมที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียสเปนเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นเติมสารละลาย Sodium Dodesyl Sulfate (SDS) ความ
เขมขน 10% (w/v) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร และสารละลาย HCl ความเขมขน 1 N ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร แลวนําไปวัดการดูดกลืนแสง ดวยเครื่อง microtiterplate reader ที่ความยาวคลื่น 335 
นาโนเมตร คํานวณหาเปอรเซ็นตการจับกันระหวางโพรเจสเทอโรนตอ BSA จากคาการดูดกลืน
แสงที่ลดลงของ BSA ที่มีโพรเจสเทอโรนจับ จากคาการดูดกลนืแสงของ BSA ในรูปอิสระ 

 
  3.3.5 การฉีดกระตุนหนูใหสรางแอนติบอดีตอโพรเจสเทอโรน 
  

กระตุนภูมิคุมกันใหหนูทดลองครั้งแรก โดยใชอิมมูโนเจนที่เตรียมไดมาฉีดกระตุน 
หนู mouse  สายพันธุ BALB/c เพศเมียอายุ 8 สัปดาห ซึ่งจะแบงหนูออกเปน 2 กลุม คือ 

กลุมที่   1  กระตุนกระตุนดวยโพรเจสเทอโรน-17แอลฟาไฮดรอกซีที่เชื่อมตอกับ BSA 
(17αP-BSA) จํานวน 3 ตัว 

กลุมที่ 2  กระตุนดวยโพรเจสเทอโรนคารบอกซีเมทิลออกไซมที่เชื่อมตอกับ BSA (P3cmo-
BSA) จํานวน 2 ตัว 

ในครั้งแรกของการฉีดกระตุนจะใชอิมมูโนเจนความเขมขน 500 ไมโครกรัมตอ 
มิลลิลิตร ปริมาณ 80  ไมโครลิตร ผสมกับ complete Freund ‘s adjuvant (CFA) ในอัตราสวน 
1:1  (ซึ่งจะมีอิมมูโนเจน อยู 40 ไมโครกรัม)  โดยผสมใหเขากันจนมีลักษณะเปน water in oil 
emulsion โดยฉีดเขาภายในชองทอง หลังจากฉีดกระตุนครั้งที่หนึ่งไปแลวเปนเวลา 3 สัปดาห และ 
6 สัปดาห จึงฉีดกระตุนครั้งที่ 2 และ 3 ตามลําดับ โดยใชอิมมูโนเจนความเขมขนเทากับการฉีดใน
คร้ังแรก แตนํามาผสมกับ incomplete Freund ‘s adjuvant (ICFA) ในปริมาณและชองทางการ
ฉีดเดิม หลังจากการฉีดกระตุนครั้งที่ 2 และครั้งที่ 3 เปนเวลา  7-10 วัน เจาะเลือดจากหางหนูเพื่อ
นําซีรัมไปทดสอบ หาระดับไตเตอรของแอนติบอดีในเลือดหนูโดยวิธี indirect ELISA ถาระดับ
แอนติบอดีไตเตอรสูง จึงกระตุนหนูคร้ังสุดทาย โดยใชอิมมูโนเจนปริมาณและความเขมขนเทาเดิม
ผสมกับน้ําเกลือ ฉีดเขาชองทางเดิมกอนทําการหลอมรวมเซลลระหวางเซลลมามของหนูกับเซลล
ไมอีโลมา หลังจากฉีดกระตนครั้งสุดทาย 5 วัน  
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3.3.6 การเตรียมซีรัมจากเลือดหนู 
 

หลังจากเจาะเลือดจากหางหนูแลวตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา  
6 – 8 ชั่วโมง  แลวจึงนําไปปนเหวี่ยงที่ 10,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที 
เพื่อแยกสวนน้ําใสคือ ซีรัมออก (Harlow และ Lane,1988) 

 
3.3.7 การทํา indirect ELISA เพื่อใชในการตรวจหาปริมาณแอนติบอดี  

(antibody titer)   ในซีรัมหนู  
 

ไตเตอร หมายถึง  คาการเจือจางสูงสุดของสิ่งที่ตองการตรวจวัดที่ยังคงใหผลบวก 
ในการทดสอบ ซึ่งสามารถหาคาแอนติบอดีไดโดยการทํา indirect ELISA ซึ่งมีขั้นตอนดังตอไปนี้ 
เตรียมสารละลาย โพรเจสเทอโรน-17แอลฟาไฮดรอกซีที่เชื่อมตอกับ BSA, โพรเจสเทอโรนคาร
บอกซีเมทิลออกไซมที่เชื่อมตอกับ BSA  และ BSA ความเขมขน 5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร นําไป
เติมใน จานชนิด 96 หลุม หลุมละ 100 ไมโครลิตร  แลวบมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
12 - 24 ชั่วโมง นํามาลางดวย PBS จํานวน 3 คร้ัง เติมสารละลายนมพรองมันเนย 5% หลุมละ 
300 ไมโครลิตร แลวนํา จานชนิด 96 หลุมไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นนํา
มาลางดวย PBS จํานวน 3 คร้ัง เติมซีรัมจากหนูที่เจือจางระดับตาง ๆ ตั้งแต 1:500 – 1:300,000 
(เจือจางดวย 0.5% BSA ใน PBS เนื่องจากในการฉีดกระตุนหนูใชแอนติเจน คือ สารละลาย
โปรตีน BSA ที่เชื่อมตอกับโพรเจสเทอโรน ดังนั้นรางกายของหนูจึงสรางโพลีโคลนอลแอนติบอดีตอ
ทั้ง สารละลายโปรตีน BSA และโพรเจสเทอโรน  ดังนั้นจึงตองดูดซับ (absorb) แอนติบอดีที่
จําเพาะตอ BSA ออกดวยสารละลาย BSA) หลุมละ 100 ไมโครลิตร นํา จานชนิด 96 หลุมไปบมที่ 
37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นนํามาลางดวย PBS จํานวน  3 คร้ัง เติมแอนติบอดี
ทุติยภูมิที่จําเพาะตอ mouse IgG ที่มี HRP เชื่อมอยู (HPR-Rabbit anti-mouse IgG) ที่เจือจาง 
1:2000 ใน 0.5% BSA/PBS หลุมละ 100 ไมโครลิตร แลวนํา จานชนิด 96 หลุมไปบมที่ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นนํามาลางดวย PBS จํานวน 3 คร้ัง เติมสารละลายสับสเตรต
ของเอนไซม ซึ่งประกอบดวย OPD และ H2O2 ละลายใน citrate buffer หลุมละ 150 ไมโครลิตร  
บมในที่มืดอุณหภูมิหอง เปนเวลา 10 - 15 นาที หยุดปฏิกิริยาเอนไซมโดยเติม 2.5 M H2SO4 หลุม
ละ 100 ไมโครลิตร จากนั้นนํา จานชนิด 96 หลุมไปวัดคาดูดกลืนแสง 492 นาโนเมตร โดยเครื่อง 
Microtiterplate reader  เลือกหนูตัวที่มีระดับแอนติบอดีตอโพรเจสเทอโรนสูงสุดมา เพื่อนําเซลล
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บี-ลิมโฟไซตจากมามไปหลอมรวมกับเซลลไมอีโลมาสําหรับการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ
ไป 
 

3.3.8 การทดสอบความจําเพาะของแอนติบอดีในซีรัมหนูกับโพรเจสเทอโรนใน
รูปอิสระโดยการทํา competitive indirect ELISA 

 
ในการฉีดกระตุนหนูใชแอนติเจน คือ สารละลายโปรตีน BSA ที่เชื่อมตอกับโพร 

เจสเทอโรน ดังนั้นรางกายของหนูจึงสรางโพลีโคลนอลแอนติบอดีตอทั้ง สารละลายโปรตีน BSA   
โพรเจสเทอโรนและเอพิโทปใหมที่อาจเกิดระหวางปฏิกิริยาการเชื่อมตอ ดังนั้นจึงจําเปนตองมีการ
ทดสอบวาหนูทดลองสรางแอนติบอดีที่จําเพาะตอโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระหรือไม เพราะหากใน
ซีรัมหนูมีแอนติบอดีที่จําเพาะตอโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ เมื่อนําบี-ลิมโฟไซต ของหนูมาหลอม
รวม จึงมีโอกาสไดเซลลไฮบริโดมาที่สรางแอนติบอดีจําเพาะตอโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระสูง   
ทดสอบความจําเพาะโดยวิธี competitive indirect ELISA โดยเตรียมสารละลายโพรเจสเทอโรน
ในรูปอิสระที่ความเขมขน 0 – 200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร นําแตละความเขมขนมาผสมกับซีรัมหนู
ที่เจือจางดวย 0.5% BSA/PBS ความเจือจาง 1:10,000 โดยผสมกันในอัตราสวน 1:1 (v/v) ทิ้งไว
ขามคืน แลวทําการทดสอบตามวิธีในขอ 3.3.7 โดยเติมซีรัมหนูที่ผสมกับโพรเจสเทอโรนที่ความ
เขมขนตาง ๆ แทนซีรัมหนู 
   ถาแอนติบอดีที่ไดจําเพาะกับโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ  แอนติบอดีจะจับกับโพรเจสเทอ
โรนในรูปอิสระที่ผสมอยู เมื่อเติมลงในหลุมที่มีสารละลายโพรเจสเทอโรนเชื่อมตอกับ BSA เคลือบ
อยูจะทําใหแอนติบอดี  ไมสามารถจับกับโพรเจสเทอโรนที่อยูหลุมได  เมื่อเติมแอนติบอดีทุติยภูมิที่
จําเพาะตอ  mouse IgG ที่มี HRP เชื่อมอยูลงไป จึงจับกับแอนติบอดีไดนอยลง จะปรากฏสีจางลง 
 

3.3.9  การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี   
 

 3.3.9.1 การเตรียมเซลลไมอีโลมา NSI 
      นําเซลลไมอีโลมา NSI  ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล hybrid medium ที่ 

เติม FCS ปริมาณ 10% มาปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 1,500 rpm เทสวนน ำใสทิ้ง แลว ละลาย
ตะกอนเซลลดวย hybrid medium ปริมาณ 10 มิลลิลิตร นําเซลลไมอีโลมาที่ไดมายอมดวยสี 
trypan  blue และนับเซลลโดยใช haemacytometer  หา viable cell ใหมีมากกวา 95 % โดยใหมี
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ความหนาแนนของเซลลมากกวา 107 เซลลตอมิลลิลิตร จากนั้นเก็บเซลลไวในตูบม ที่มี CO2  5%, 
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  จนกวาจะนําไปเชื่อมกับเซลลมาม 

 
      3.3.9.2   การเตรียมเซลลมาม   

   โดยสลบหนูที่ผานการฉีดกระตุนดวย dimethyl ether แลวใช syringe 
เจาะเลือดจากหัวใจโดยวิธี cardiac puncture เพื่อเตรียมไวใชเปน positive control ในการ
ทดสอบ ELISA แลวเปดชองทองดวยวิธีปลอดเชื้อ  นํามามออกมาบดบนตะแกรงลวดตาถี่โดยใช
ดาม (plunger)  ของหลอดฉีดยาขนาด 5 มิลลิลิตร เปนตัวบด จากนั้นนําเซลลที่ไดมาปนลางดวย 
hybrid medium ปริมาณ 10 มิลลิลิตร ดวยความเร็ว 1,500 rpm นาน 5 นาที   แลวนําเซลลมา 
resuspend ดวย hybrid medium แลวนําเซลลมามที่ไดมายอมดวยสี trypan  blue และนับเซลล
โดยใช haemacytometer  หาอัตราการอยูรอดของเซลลใหมีมากกวา 95 % โดยใหมีความหนา
แนนของเซลลมากกวา 107 เซลลตอมิลลิลิตร 

 
  3.3.9.3   การหลอมรวมเซลลมามเขากับเซลลไมอีโลมา   

ทําการเชื่อมรวมระหวางเยื่อหุมเซลลของเซลลมามกับเซลลไมอีโลมา 
ดวยสารละลาย PEG เขมขน 50 % (Galfre และคณะ, 1977) ซึ่งทําโดยนําเซลลมามและเซลลไมอี
โลมาที่เตรียมไวมาผสมกัน โดยใสรวมกันในหลอดสําหรับปนเหวี่ยงขนาด 50 มิลลิลิตร แลวปนที่
ความเร็ว 1,500 rpm เปนเวลา 5 นาที   แลวเทน้ําใสทิ้งจากนั้นคอย ๆเติมสารละลาย 50% PEG 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตรที่อุนไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  ลงในตะกอนเซลลแลวเขยาหลอดเบาๆ 
โดยตองควบคุมการไหลของ PEG ใหหมดภายใน 1 นาที แลวเขยาหลอดเบาๆ นาน 1 นาที หลัง
จากนั้นลาง PEG ออกดวย  hybrid medium ปริมาตร 10 มิลลิลิตร โดยควบคุมการไหลใหหมด
ภายในเวลา 1 นาที แลวจึงเติม hybrid medium ปริมาตร 40 มิลลิลิตร  จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงที่
ความเร็ว 1,500 rpm เปนเวลา 5 นาที   เทสวนใสทิ้งแลวเติม HAT medium ที่มี FCS ความเขม
ขน 20% ลงไป กระจายเซลลลงในจานชนิด 96 หลมุ หลุมละ 100 ไมโครลิตร นําไปเลี้ยงในตูบมที่
มี CO2  5%,  อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  
 
  

 



 38

   3.3.9.4   การเลี้ยงและคัดเลือกเซลลไฮบริโดมา     
   หลังจากการหลอมรวมเซลลแลวใหเติม HAT medium ทุก 2- 3 วันและ
เมื่อผานไปแลว 5-7 วัน คอยสังเกตเซลลในแตละหลุมโดยใชกลองจุลทรรศนชนิดหัวกลับ 
(inverted microscope)   จะเห็นโคลนของเซลลไฮบริโดมา มีลักษณะกลมวาว และโปรงแสง 
เซลลไมอีโลมาและเซลลมาม ที่ไมถูกหลอมรวมเปนเซลลไฮบริโดมาจะตาย โดยสังเกตตรวจติด
ตามเซลลไฮบริโดมาพรอมกับเปลี่ยนอาหารโดยดูดอาหารเกาออกแลวเติม HAT  medium  ใหม
เขาไป โดยทําการตรวจดูเซลลไฮบริโดมาเปนระยะ ๆ เมื่อเซลลไฮบริโดมาเจริญไดประมาณครึ่ง
ของพื้นที่กนหลุม  จึงดูดอาหารเลี้ยงเซลลสวนบนของหลุมปริมาตร 100 ไมโครลิตร   นํามาตรวจ
หาปริมาณแอนติบอดีตอโพรเจสเทอโรน โดยวิธี indirect ELISA    หลังจากการหลอมรวมเซลล 
ผานไปประมาณ 3 สัปดาหจึงเปลี่ยนไปใช HT medium เปนเวลา 1 สัปดาหจึงใชอาหารเลี้ยงเซลล
ปกติเหมือนที่ใชเลี้ยงไมอีโลมา 

 
3.3.9.5 การตรวจหาเซลลไฮบริโดมาที่ผลิตแอนติบอดีตอโพรเจสเทอโรน 

โดยการทํา indirect ELISA       
เมื่อเซลลไฮบริโดมาเจริญไดประมาณครึ่งหนึ่งของพื้นที่กนหลุม  จึงตรวจ 

หาปริมาณแอนติบอดีตอโพรเจสเทอโรนในอาหารเลี้ยงเซลล  โดยการทํา indirect ELISA ทําการ
เคลือบจานชนิด 96 หลุมดวยแอนติเจน คือ โพรเจสเทอโรน-17แอลฟาไฮดรอกซีที่เชื่อมกับ BSA 
(17αP-BSA) เมื่อทดสอบในหนูที่กระตุนดวย 17αP-BSA,  โพรเจสเทอโรนคารบอกซีเมทิลออก
ไซมที่เชื่อมตอกับ BSA (P3cmo-BSA) เมื่อทดสอบในหนูตัวที่กระตุนดวย P3cmo-BSA  และ 
BSA ความเขมขน 5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เพื่อเปรียบเทียบคาดูดกลืนแสง จากนั้นทําการทดลอง
ตามวิธใีนขอ 3.3.7 โดยใสอาหารเลี้ยงเซลลจากหลุมที่ตองการทดสอบลงไปแทนซีรัมหนู หลังจาก
ทํา ELISA แลว ถาเซลลในหลุมใดมีคาดูดกลืนแสงของจานชนิด 96 หลุมที่เคลือบดวย โพรเจสเทอ
โรนที่เชื่อมตอกับ BSA สูง และมีคาดูดกลืนแสงของจานชนิด 96 หลุมที่เคลือบดวย BSA ต่ํา  ก็จะ
เลือกเซลลในหลุมนั้นไปทําการโคลนเซลลเพื่อใหไดเซลลเดี่ยวตอไป  
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     3.3.9.6  การทําเซลลไฮบริโดมาใหเปนเซลลเด่ียว (cloning) โดยวิธี limiting 
dilution   (Harrow และ Lane, 1988)   

นําเซลลไฮบริโดมาจากหลุมที่ไดตรวจสอบแลววาผลิตแอนติบอดีตอโพร 
เจสเทอโรนมานับเซลลแลวเจือจางใน HT medium ใหมีความเขมขนที่ตองการในจานชนิด 96 
หลุมโดยใหความเขมขนเซลลแตละหลุมมีประมาณ 20, 10, 5, 2, 1, 0.5, และ 0.25 เซลลตอหลุม 
(จํานวนเซลล 0.5 และ 0.25 เซลลตอหลุมเปนคาที่ไดจากการคํานวณ) นําไปเพาะเลี้ยงไวในตูบม 
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ที่มี 5% CO2  ประมาณ 14 วัน โดยตองตรวจติดตามเซลลเพื่อคัด
เลือกโคโลนีที่เกิดจากหลุมในความเขมขน 1 เซลลตอหลุม เมื่อเซลลเจริญได 1/2 ของพื้นที่กนหลุม 
ใหนําอาหารเลี้ยงเซลลจากหลุมที่มีเซลลเร่ิมตน 1 เซลล ไปตรวจหาแอนติบอดีอีกครั้งหนึ่งโดยวิธี 
indirect ELISA กอนนําเซลลที่ใหผลบวกกับการทํา indirect  ELISA มา ทําการโคลนเซลลซ้ําอีก
เปนครั้งที่ 2  แลวเก็บเซลลนั้นมา ทําการโคลนเซลลซ้ําอีกเปนครั้งที่ 2 เพื่อใหแนใจวาเซลลที่ไดมา
จากเซลลไฮบริโดมาเพียง 1 โคลนเทานั้น  

 

3.3.10   การเก็บเซลลไฮบริโดมาอยางถาวร     
    

   นําเซลลไฮบริโดมาที่อยูในชวง Exponential phase ซึ่งเลี้ยงในอาหารเลี้ยง 
เซลล hybrid medium ที่มี 10% FCS มาปนเหวี่ยงใหเซลลตกตะกอนดวยความเร็ว 1500 rpm
เปนเวลา 5 นาที จากนั้นดูดอาหารเลี้ยงเซลลที่อยูดานบนทิ้ง และเติมน้ํายาแชแข็งเซลลที่มี 10% 
DMSO ขณะเย็นลงไปประมาณ 1 มิลลิลิตร แลวใชปเปตตเปาขึ้นลงเบาๆ จนเซลลเขากันดีกับน้ํา
ยาแชแข็งเซลล กอนถายเซลลลงในหลอดแชแข็งขนาด 1.5 มิลลิลิตร และนําไปแชที่อุณหภูมิ -70 

องศาเซลเซียส ขามคืน จากนั้นจึงยายลงไปแชในไนโตรเจนเหลวที่มีอุณหภูมิประมาณ -196 องศา
เซลเซียส 

 

3.3.11   การนําเซลลไฮบริโดมาที่เก็บอยางถาวรแลวกลับมาเลี้ยงใหม 
    

  นําหลอดที่เก็บเซลลไฮบริโดมาออกมาจากการเก็บในไนโตรเจนเหลว หรือตูแช – 
70 องศาเซลเซียส นํามาละลายที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสทันที เมื่อน้ํายาแชแข็งในหลอด
ละลายหมดแลวใหถายเซลลลงหลอดที่มีอาหารเลี้ยงเซลล hybrid medium  อุณหภูมิ 37 องศา
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เซลเซียส ปริมาณ 10 มิลลิลิตร นําไปปนลาง 2 ครั้ง ที่ความเร็ว 1500 rpm เปนเวลา 5 นาที กอน
นําเซลลไปเลี้ยงตอในอาหารเลี้ยงเซลล hybrid medium  ที่มี 20% FCS ในภาชนะเลี้ยงเซลล
ขนาด 10 มิลลิลิตร จากนั้นทําการถายเซลลทุกๆ 2-3 วันเมื่อเซลลเจริญเต็มขวด 

 
3.3.12   การหาความเจือจางของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่เหมาะสมเพื่อ 

นําความเจือจางนี้ไปใชในการทดสอบตอไป 
 

 เนื่องจากโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จากเซลลไฮบริโดมาที่เลี้ยงในถาดเลี้ยงเซลล 
มีความเขมขนสูง เมื่อนําไปใชทดสอบโดยวิธี ELISA จะทําใหสัญญาณอิ่มตัวและเปนการสิ้น
เปลืองแอนติบอดี  จึงตองหาความเจือจางที่เหมาะสมเพื่อนําความเจือจางที่ไดนี้ไปใชสําหรับการ
ทดสอบคุณสมบัติตาง ๆ ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอไป การหาความเจือจางทําโดยวิธี 
indirect ELISA โดยเจือจางโมโนโคลนอลแอนติบอดี ที่อยูในอาหารเลี้ยงเซลลดวย PBS แบบ 
two-fold-dilution ใหมีความเขมขนตั้งแต 1:2 – 1:2000  แลวทําการทดสอบเหมือนในขอ 3.3.7    
โดยเติมโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่เจือจางแทนซีรัมหนู 
   

 3..3.13   การศึกษาลักษณะเบื้องตนของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
 

  3.3.13.1  การตรวจสอบไอโซไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
 ทําการตรวจหาไอโซไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดี ดวยชุดทดสอบ  

(isotiping kit) ของบริษัท Sigma-Aldrich โดยเตรียม Isotyping specific antibody ชนิด IgG1, 
IgG2a, IgG2b, IgG3,  IgA และ IgM มาทําการเจือจางใน PBS ใหไดความเจือจาง 1:1000 นํา
ไปเติมในจานชนิด 96 หลุม หลุมละ 100 ไมโครลิตร  แลวบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 1 ชั่วโมง นํามาลางดวย PBS (pH 7.4) ที่มี 0.05% Tween 20 (PBS-T) จํานวน 3 คร้ัง เติม
โมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลนตางๆ ที่ตองการตรวจสอบหลุมละ 100 ไมโครลิตร นําจานชนิด 
96 หลุมไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นนํามาลางดวย PBS-T จํานวน  3 
คร้ัง เติมแอนติบอดีทุติยภูมิที่จําเพาะตอ mouse IgG ที่มี HRP เชื่อมอยู ซึ่งจําเพาะตอ Fab 
(HPR-Rabbit anti-mouse IgG (Fab specific)) ที่เจือจาง 1:600 ใน PBS-T หลุมละ 100 
ไมโครลิตร แลวนําจานชนิด 96 หลุมไปบมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที จากนั้นนํามาลางดวย 
PBS-T จํานวน 3 คร้ัง เติมสารละลายสับสเตรตของเอนไซม ซึ่งประกอบดวย OPD และ H2O2 
ละลายใน citrate buffer หลุมละ 100 ไมโครลิตร  บมในที่มืดอุณหภูมิหอง เปนเวลา 15 นาที หยุด
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ปฏิกิริยาเอนไซมโดยเติม 2.5 M H2SO4 หลุมละ 50 ไมโครลิตร จากนั้นนํา จานชนิด 96 หลุมไปวัด
คาดูดกลืนแสง 492 นาโนเมตร โดยเครื่อง Microtiterplate reader 
 

 
3.3.13.2 ทดสอบความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีกับโพร 

เจสเทอโรนในรูปอิสระ 
       โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดนั้นไดจากการฉีดการกระตุนดวยโพรเจส
เทอโรนที่ถูกเชื่อมตอดวยโปรตีน ดังนั้นจึงตองทดสอบดูวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ได มีความ
จําเพาะตอโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระหรือไม   โดยวิธี competitive indirect ELISA โดยเตรียมสาร
โพรเจสเทอโรนที่ความเขมขน 0 – 500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร นําแตละความเขมขนมาผสมกับโม
โนโคลนอลแอนติบอดีที่เจือจางดวย PBS  โดยผสมกันในอัตราสวน 1:1 (v/v) ทิ้งไวขามคืน แลวทํา
การทดสอบตามวิธีในขอ 3.3.7 โดยเติมโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผสมกับโพรเจสเทอโรนที่ความ
เขมขนตาง ๆลงไปแทนซีรัมหนู  จากนั้นนําคาที่ไดมาสรางกราฟระหวางคาความเขมขนของโพร
เจสเทอโรนที่ใสลงไปจับกับโมโนโคลนอลแอนติบอดี และเปอรเซนตของคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร ของ ELISA ที่ลดลงที่ความเขมขนของโพรเจสเทอโรนที่จุดตาง ๆ 
(%B/B00) โดยใชโปรแกรม Graphpad Prism 4.0  ดัดแปลงจากวิธีของ Bucknall และคณะ 2003 
แลวจึงหาคา IC50  จากกราฟ (เมื่อ B0 = คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร ของ
ELISA ที่ไมมีโพรเจสเทอโรน,  B = คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตรของ ELISA 
ที่มีโพรเจสเทอโรนความเขมขนตาง ๆ,  IC50  คือ ความเขมขนของโพรเจสเทอโรนที่ทําให %B/B00 = 
50) 

 
3.3.13.3  การทดสอบการทําปฏิกิริยาขามของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

กับสารในกลุมฮอรโมนสเตอรอยดที่มีโครงสรางคลายโพรเจสเทอโรน 
     เพื่อตรวจสอบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอโพรเจสเทอโรนสามารถ 

เกิดปฏิกิริยาขามกลุมกับสารในกลุมที่มีโครงสรางทางเคมีคลายโพรเจสเทอโรน ไดแก   อัลโดสเทอ
โรน, คลอเลสเทอรอล,  เอสทราไดออล,  คอรทิโคสเทอโรน,  โพรเจสเทอโรน – 17แอลฟาไฮดรอกซี 
และเทสโทสเทอโรน จึงทําการทดสอบโดยวิธี competitive indirect ELISA โดยเตรียมสารทั้ง 6 
ชนิดที่ความเขมขน 0 – 500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร นําแตละความเขมขนมาผสมกับโมโนโคลนอล
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แอนติบอดีที่เจือจางดวย PBS  โดยผสมกันในอัตราสวน 1:1 (v/v) ทิ้งไวขามคืน แลวทําการ
ทดสอบตามวิธีในขอ 3.3.7  และหาคา IC50 วิธีเดียวกับในขอ 3.3.12.2 
 
 

3.3.13.4    การทดสอบการทําปฏิกิริยาขามของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
กับสารนอกกลุม 

     เพื่อดูวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอโพรเจสเทอโรนสามารถเกิด 
ปฏิกิริยาขามกลุมกับสารนอกกลุมฮอรโมนสเตอรอยดหรือไม ซึ่งสารนอกกลุมที่ใชในการทดสอบ 
ไดแก เพนิซิลลิน,  เททราซัยคลิน,  นอรฟลอกซาซิน และซัลบูทามอล   โดยวิธี competitive 
indirect ELISA โดยเตรียมสารทั้ง 4 ชนิดที่ความเขมขน 0 – 500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร นําแตละ
ความเขมขนมาผสมกับโมโนโคลนอลแอนติบอดทีี่เจือจางดวย PBS  โดยผสมกันในอัตราสวน 1:1 
(v/v) ทิ้งไวขามคืน แลวทําการทดสอบตามวิธีในขอ 3.3.7  และหาคา IC50 วิธีเดียวกับในขอ 
3.3.12.2 
 

3.3.13.5     หาคาเปอรเซ็นตการทําปฏิกิริยาขามของโมโนโคลนอล 
แอนติบอดีกับสารตัวอ่ืนที่ไมใชโพรเจสเทอโรน  
 
 
     เปอรเซ็นตการทําปฏิกิริยาขาม   =       IC50 ของโพรเจสเทอโรน      X 100 

                  IC50 ของสารที่ทดสอบ 

 

3.3.13.6     การทดสอบหาความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอโพร 

เจสเทอโรน 
      เพื่อดูวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอโพรเจสเทอโรน จะ 

สามารถจับกับโพรเจสเทอโรนไดที่ปริมาณนอยที่สุดเทาใดโดยบอกเปนคา LOD  ซึ่งหาไดจากผล
การทํา competitive indirect ELISA ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีกับโพรเจสเทอโรน ซึ่งคา LOD
ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี คือ ความเขมขนของโพรเจสเทอโรนต ำสุดที่ทําใหคา %B/B00  เร่ิมแปร
ผกผันกับความเขมขนของโพรเจสเทอโรนที่แยงจับ 
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3.3.14   การทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหบริสุทธิ์ 
 

3.3.14.1    การเตรียมโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
หลังจากศึกษาลักษณะสมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดีแลว จึง 

เลือกโมโนโคลนอลแอนติบอดี โคลนที่ไมทําปฏิกิริยาขามกับสารในและนอกกลุมฮอรโมนสเตอ
รอยด และมีคา LOD ต่ํามาทําใหบริสุทธิ์ โดยนําเซลลไฮบริโดมาที่สรางโมโนโคลนอลแอนติบอดี
นั้นมาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล  Hybrid medium ที่มี 10 % FCS ในภาชนะเลี้ยงเซลลขนาด  250  
มิลลิลิตร  เลี้ยงเซลลจนกระทั่งอาหารเลี้ยงเซลลมีสีเหลืองซึ่งจะมีปริมาณแอนติบอดีสูง จึงทําการ
เก็บอาหารเลี้ยงเซลลโดยเก็บอาหารเลี้ยงเซลลใหไดปริมาตร 500 มิลลิลิตร 
  

3.3.14.2 การทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหบริสุทธิ์โดยใชโปรตีน เอ 
         โปรตีน เอ เปนสวนประกอบในผนังเซลลของ Staphylococcus 
aureus.  โปรตีน เอ สามารถเกิดอันตรกิริยากับแอนติบอดีโดยมีสัมพรรคภาพสูงที่คา pH  8.0  
เมื่อคา pH ต่ําลง อันตรกิริยาระหวางโปรตีน เอ กับแอนติบอดีจะมีสัมพรรคภาพต่ําลง จึงสามารถ
แยกแอนติบอดีออกไดโดยวิธีการดังนี้ 
                ปรับคอลัมนใหอยูในสภาพสมดุลโดยเติม phosphate buffer 0.1 
M, pH 8.0 ปริมาตร  5 เทาของคอลัมน   ปรับ pH ของอาหารเลี้ยงเซลลที่ไดจากขอ 3.3.14.2 ให
เทากับ 8.1 โดยใช Tris buffer 1 M, pH 9.0  แลวเติมลงในคอลัมนโดยใหมีอัตราการไหลเทากับ 1 
มิลลิลิตรตอนาที (โปรตีน เอ 1 โมเลกุล สามารถจับกับแอนติบอดีได 2 โมเลกุล)   ลางคอลัมนดวย 
phosphate buffer 0.1 M, pH 8.0 ปริมาตร  5 เทาของคอลัมน  จากนั้นจึงชะแอนติบอดีออกโดย
ใช citrate buffer 0.1 M, pH 3.0  ปริมาตร  3 เทาของคอลัมน ใหมีอัตราการไหลเทากับ 1 
มิลลิลิตรตอนาที พรอมกับเก็บสารละลายที่ออกจากคอลัมนใสหลอดทดลอง หลอดละ 1 มิลลิลิตร 
และปรับ pH สารละลายในหลอดทดลองใหเปน 8.0 โดยใช Tris buffer 1 M, pH 9.0 ปรับคอลัมน
ใหอยูในสภาพสมดุลโดยเติม phosphate buffer 0.1 M, pH 8.0 ปริมาตร  5 เทาของคอลัมน 
(Hudson และ Hay, 1980) 
   นําสารละลายในหลอดทดลองแตละหลอดไปวัดคาการดูดกลืน
แสงที่ 280 นาโนเมตร ดวยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร จากนั้นเก็บสารละลายในหลอดที่ใหคาการ
ดูดกลืนแสงสูงมารวมกันนําไปไดแอไลซดวย PBS ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสโดยเปลี่ยน PBS 5 
คร้ัง ทุก ๆ 6 ชั่วโมง 
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3.3.14.3 การหาปริมาณแอนติบอดี 

หาปริมาณแอนติบอดีตามวิธีของ  Johnstone และ Thrope  
(1987) โดยนําสารละลายที่ไดแอไลซแลวไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร 
คํานวณหาปริมาณแอนติบอดีจากสูตร 
  
  ความเขมขนของแอนติบอดี (IgG)(มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) = คาการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร 

                                                                                           extinction coefficient ของ IgG   
   

    
หมายเหต ุ   คา extinction coefficient ของสารละลาย IgG 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ที่
ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร มีคา  1.35 



บทที่  4 
 

ผลการวิจัยและวิจารณผลการวิจัย 

 
4.1 ผลการหาปริมาณโปรตีนของ BSA ที่เชื่อมตอกับโพรเจสเทอโรนดวยวิธี BCA assay  
  
 จากการหาปริมาณโปรตีนของ BSA ที่เชื่อมตอกับโพรเจสเทอโรนคารบอกซีเมทิลออกไซม
โดยนํามาเจือจางดวย PBS ในอัตราสวน 1:10, 1:5 และไมเจือจาง แลวนําไปวัดหาความเขมขน
ของโปรตีน โดยเปรียบเทียบคาการดูดกลืนแสงที่วัดได จากคาการดูดกลืนแสงของกราฟมาตรฐาน
ของโปรตีน BSA ดังแสดงในรูปที่ 4.1 โดยใชเครื่อง Microtiterplate reader ที่ความยาวคลื่น 540 
นาโนเมตร  พบวา สารละลายโปรตีนของ BSA ที่เชื่อมตอกับโพรเจสเทอโรนที่อัตราสวน  1:5  และ 
ไมเจือจาง มีคา การดูดกลืนที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร เทากับ    0.206  และ 0.616 ตาม
ลําดับ ซึ่งเมื่อคํานวณกลับไปเปนปริมาณโปรตีนพบวา BSA ที่เชื่อมตอกับโพรเจสเทอโรนมี
ปริมาณโปรตีน เทากับ  613 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  ดังแสดงในตารางที่ 4.1 
 

 

y = 0.0007x + 0.1314
R2 = 0.9855
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รูปที่ 4.1  กราฟมาตรฐานของโปรตีน BSA โดยวิธี BCA 
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ตารางที่ 4.1  คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร ของสารละลายโปรตีน BSA ที่
เชื่อมตอกับโพรเจสเทอโรนที่อัตราการเจือจางตาง ๆ  และปริมาณโปรตีนที่คํานวณได  
  
อัตราการเจือจางของโปรตีน ที่
เชื่อมตอกับโพรเจสเทอโรน 

คาการดูดกลืนแสง 540 
นาโนเมตร 

ปริมาณโปรตีนที่หาได 
(ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 

ไมเจือจาง 0.616 692 
1:5 0.206 533 

เฉลี่ย 613 
 
 
 
4.2 ผลการหาเปอรเซ็นตการจับของโพรเจสเทอโรนตอ BSA โดยวิธี TNBS 
 

จากการหาปริมาณหมูเอมีนของ BSA ในรูปอิสระ  และBSA ที่เชื่อมตอกับโพรเจสเทอโรน
คารบอกซีเมทิลออกไซม ที่ความเขมขน 250 และ 500 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร โดยวิธี TNBS แลวนํา
ไปวัดคาการดูดกลืนแสง โดยใชเครื่อง Microtiterplate reader ที่ความยาวคลื่น 335 นาโนเมตร  
พบวาสารละลายโปรตีน BSA  ในรูปอิสระที่ความเขมขน 250 และ 500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร มี
คา การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 335 นาโนเมตร เทากับ  1.14 และ 2.28  ตามลําดับ สวนสาร
ละลาย BSA ที่เชื่อมตอกับโพรเจสเทอโรนที่ความเขมขน 250 และ 500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร มี
คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 335 นาโนเมตร เทากับ 0.28 และ 0.39 ตามลําดับ  ซึ่ง
สามารถหาเปอรเซ็นตโดยเฉลี่ยของการจับระหวางโปรตีน BSA กับโพรเจสเทอโรน เทากับ  79.32 
เปอรเซ็นตดังแสดงในตารางที่ 4.2 
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ตารางที่ 4.2     คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 335 นาโนเมตร ของสารละลายโปรตีน BSA 
ในรูปอิสระ  และสารละลายโปรตีน BSA ที่เชื่อมตอกับโพรเจสเทอโรนที่ความเขมขนตาง ๆ  และ 
เปอรเซ็นตการจับระหวางโปรตีน BSA ที่เชื่อมตอกับโพรเจสเทอโรน 
 
ความเขมขน
ของสาร

(ไมโครกรัม 
ตอมิลลิลิตร) 

 

คาการดูดกลืนแสงที่ 
335 นาโนเมตร ของ  
สารละลายโปรตีนBSA 

ในรูปอิสระ 

คาการดูดกลืนแสงที่ 
335 นาโนเมตร ของ  

สารละลายโปรตีน BSA 
ที่เชื่อมกับโพรเจสเทอ

โรน 

เปอรเซ็นตการจับ
ระหวางโปรตีน BSA ที่
เชื่อมตอกับโพรเจสเทอ

โรน 
 

250 1.14 0.28 75.66 
500 2.28 0.39 82.98 

เฉลี่ย 79.32 
 
 
4.3  ผลการหาปริมาณโพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอกับโปรตีน BSA โดยใชชุดทดสอบ 
progesterone EIA ของบริษัท Euro-diagnostica 
  
 จากการหาปริมาณโพรเจสเทอโรนคารบอกซีเมทิลออกไซมที่เชื่อมตอกับ BSA โดยนํามาเจือ
จางดวย PBS ในอัตราสวน 1:1,000, 1:10,000 และ 1:100,000  แลวนําไปหาความเขมขนของ  
โพรเจสเทอโรนโดยใชชุดทดสอบ โดยเปรียบเทียบคาการดูดกลืนแสงที่วัดไดในรูปของ %maximal 
absorbance กับปริมาณโพรเจสเทอโรนมาตรฐาน ซึ่งกราฟมาตรฐานของโพรเจสเทอโรน แสดงใน
รูปที่ 4.2 พบวา สารละลายโพรเจสเทอโรนคารบอกซีเมทิลออกไซมที่เชื่อมตอกับ BSA ที่ความเจือ
จาง 1:1,000, 1:10,000 และ 1:100,000 มีคา %maximal absorbance  เทากับ 9.44,  31.83 
และ 54.13 ตามลําดับ ซึ่งเมื่อคํานวณกลับไปเปนปริมาณโพรเจสเทอโรนมีคาเทากับ  7.6 
ไมโครกรัมกรัมตอมิลลิลิตร  ดังแสดงในตารางที่ 4.3 
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รูปที่ 4.2 กราฟมาตรฐานของโพรเจสเทอโรน โดยชุดทดสอบ progesterone EIA ของบริษัท Euro-
diagnostica 
 
 ตารางที่ 4.3 ความเขมขนของโพรเจสเทอโรนคารบอกซีเมทิลออกไซมที่เชื่อมตอกับ BSA ที่หาได
จากชุดทดสอบ progesterone EIA ของบริษัท Euro-diagnostica 
 
ความเจือจางของ 

P3cmo-BSA 
คาการดูดกลืน
แสงที่ 450 นาโน

เมตร 

%maximal 
absorbance 

ความเขมขน
ของโพรเจสเทอ
โรนจากกราฟ 
(ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร) 

ความเขมขนจริง
ของ 

โพรเจสเทอโรน 
(ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร) 

1:1,000 0.19 9.44 - - 
1:10,000 0.46 31.83 0.42 4.2 

1:100,000 0.73 54.13 0.11 11 
เฉลี่ย 7.6 

 
 จากการเชื่อมตอโพรเจสเทอโรนคารบอกซีเมทิลออกไซมเขากับ BSA ไดสารละลาย 
ปริมาตร 2 มิลลิลิตร  หลังจากการเชื่อมตอจะไดสาร 2 ชนิดคือ BSA และ โพรเจสเทอโรนคารบอก
ซีเมทิลออกไซมที่เชื่อมตอกับ BSA จากผลการหาปริมาณโปรตีนในขอ 1 ไดเทากับ 613 ไมโครกรัม
ตอมิลลิลิตร ซึ่งเปนปริมาณโปรตีนของ BSA และ โพรเจสเทอโรนคารบอกซีเมทิลออกไซมที่เชื่อม
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ตอกับ BSA เมื่อหาเปอรเซ็นตการจับระหวาง BSA ที่เชื่อมตอกับโพรเจสเทอโรนไดเทากับ 79.32 
เปอรเซนต หากคิดวาเปอรเซ็นตการจับกันที่ไดเปน 100 เปอรเซ็นต ระหวางโพรเจสเทอโรนคาร
บอกซีเมทิลออกไซม และ BSA  ดังนั้นปริมาณ BSA ในโพรเจสเทอโรนคารบอกซีเมทิลออกไซมที่
เชื่อมตอกับ BSA จึงเทากับ  487 ไมโครกรัม และปริมาณโพรเจสเทอโรนที่หาไดจากขอ 3 เทากับ 
7.6 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เนื่องจากโพรเจสเทอโรนมีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 387.5 และ BSA มี
น้ําหนักโมเลกุลเทากับ 66,000  ดังนั้นสัดสวนโมลระหวางโพรเจสเทอโรนและ BSA ในโพรเจส
เทอโรนคารบอกซีเมทิลออกไซมที่เชื่อมตอกับ BSA มีคาเทากับ 2.7 : 1 

 
4.4 ผลการตรวจหาปริมาณแอนติบอดี ในซีรัมหนู โดยการทํา indirect ELISA 

หลังจากกระตุนหนูทดลองทั้ง 2 กลุม  
กลุมที่   1  กระตุนดวยโพรเจสเทอโรน-17แอลฟาไฮดรอกซีที่เชื่อมตอกับ BSA (17αP-

BSA) จํานวน 3 ตัว 
กลุมที่ 2  กระตุนดวยโพรเจสเทอโรนคารบอกซีเมทิลออกไซมที่เชื่อมตอกับ BSA (P3cmo-

BSA) จํานวน 2 ตัว 
โดยหลังจากกระตุนหนูคร้ังที่ 4  แลว  7 วัน     จึงเก็บซีรัมของหนูแตละตัวมาตรวจหาคา

ไตเตอรของแอนติบอดีดวยวิธี indirect ELISA   ซึ่งคาการดูดกลืนแสงจากการทํา ELISA ของซีรัม
หนูทั้ง 5 ตัว แสดงในตารางที่ 3   พบวาหนูทั้ง 5 ตัว มีไตเตอรของแอนติบอดีดังแสดงในตารางที่ 
4.4 และตารางที่ 4.5 
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คาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร 
หนูตัวที่ 1 หนูตัวที่ 2 หนูตัวที่ 3 หนูตัวที่ 4 หนูตัวที่ 5 

ความเจือ
จางของ
แอนติบอดี
ในซีรัม 

แอนติเจนที่
ใชตรึงคือ
17αP-BSA 

แอนติเจนที่
ใชตรึงคือ

BSA 

แอนติเจนที่
ใชตรึงคือ

17αP-BSA 

แอนติเจนที่
ใชตรึงคือ

BSA 

แอนติเจนที่
ใชตรึงคือ

17αP-BSA 

แอนติเจนที่
ใชตรึงคือ

BSA 

แอนติเจนที่
ใชตรึงคือ

P3cmo-BSA 

แอนติเจนที่
ใชตรึงคือ

BSA 

แอนติเจนที่ใช
ตรึงคือ 

 P3cmo-BSA 

แอนติเจน
ที่ใชตรึง
คือBSA 

1:1,000 2.254 0.433 2.853 0.633 2.821 0.278 2.654 1.120 2.499 1.100 
1:2,000 1.375 0.218 1.926 0.480 2.121 0.178 2.592 0.420 2.552 0.640 
1:4,000 0.637 0.125 1.294 0.195 1.274 0.118 2.432 0.302 2.351 0.321 
1:8,000 0.388 0.091 0.660 0.145 0.715 0.085 2.208 0.298 2.012 0.241 

1:16,000 0.245** 0.070** 0.540 0.094 0.442 0.076 1.360 0.214 1.812 0.211 
1:32,000 0.118 0.052 0.248** 0.054** 0.218** 0.058** 0.928 0.175 1.178 0.185 
1:64,000 0.085 0.055 0.142 0.058 0.126 0.054 0.714 0.142 0.842 0.125 
1:128,000 0.054 0.049 0.098 0.049 0.075 0.061 0.468 0.086 0.674 0.097 
1:256,000 0.052 0.051 0.075 0.052 0.064 0.064 0.275** 0.076** 0.452 0.064 
1:512,000       0.195 0.068 0.298** 0.066** 

C- 0.078 0.065 0.059 0.064 0.087 0.065 0.067 0.069 0.057 0.049 
หมายเหตุ   C-  คือ ซีรัมหนูที่ไมไดรับการกระตุนระบบภูมิคุมกัน ,  **  คือ คาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร ที่นํามาหาคาไตเตอรของหนูแตละตัว 

ตารางที่ 4.4  คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร จากการทดสอบ indirect ELISA ของแอนติบอดีในซีรัมหนู 
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ตารางที่ 4.5  คาไตเตอรของแอนติบอดี ของหนูทดลองทั้ง 5 ตัว หลังจากการฉีดกระตุนครั้งที่ 4 
 

หนูทดลอง แอนติเจนที่ใชตรึง คาการดูดกลืนแสงที่ 
492 นาโนเมตร 

แอนติบอดีไตเตอร 

หนูตัวที่ 1  17αP-BSA 0.245 1:16,000 
หนูตัวที่ 2 17αP-BSA 0.248 1:32,000 
หนูตัวที่ 3 17αP-BSA  0.218 1:32,000 
หนูตัวที่ 4 P3cmo-BSA 0.275 1:256,000 
หนูตัวที่ 5 P3cmo-BSA 0.298 1:512,000 

 
 
4.5 ผลการทดสอบความจําเพาะของแอนติบอดีในซีรัมหนูกับโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ
โดยการทํา competitive indirect ELISA 
 
 ในการฉีดกระตุนหนูใชแอนติเจน คือ สารละลายโปรตีน BSA ที่เชื่อมตอกับโพรเจสเทอ
โรน ดังนั้นรางกายของหนูจึงสรางพอลิโคลนอลแอนติบอดีตอทั้ง สารละลายโปรตีน BSA,  โพรเจส
เทอโรน และบริเวณรอยตอระหวางโปรตีนและโพรเจสเทอโรน ดังนั้นจึงจําเปนตองมีการทดสอบวา
หนูทดลองสรางแอนติบอดีที่จําเพาะตอโพรเจสเทอโรนหรือไม เพราะหากในซีรัมหนูมีแอนติบอดีที่
จําเพาะตอโพรเจสเทอโรน     แสดงวาบี-ลิมโฟไซตของหนจูะมีการสรางแอนติบอดีที่จําเพาะตอ  
โพรเจสเทอโรน เมื่อนําบี-ลิมโฟไซตของหนูมาเชื่อมรวม จึงมีโอกาสไดเซลลไฮบริโดมาที่สราง
แอนติบอดีจําเพาะตอโพรเจสเทอโรนสูง โดยทดสอบความจําเพาะดวยวิธี competitive indirect 
ELISA  พบวาแอนติบอดีในซีรัมจากหนูตัวที่ 1  2  และ 3  ซึ่งฉีดกระตุนดวย 17αP-BSA ไมจับกับ
โพรเจสเทอโรนในรูปอิสระที่ผสมอยู เมื่อเติมลงในหลุมที่มีสารละลาย 17αP-BSA เคลือบอยูทําให
แอนติบอดีจับกับ17αP-BSA ได  เมื่อเติมแอนติบอดีทุติยภูมิที่จําเพาะตอ mouse IgG ที่มี HRP 
เชื่อมอยูลงไปจึงจับกับแอนติบอดีไดเทาเดิม ปรากฏสีคงเดิม  สวนซีรัมจากหนูตัวที่ 4 และ 5 ซึ่งฉีด
กระตุนดวย P3cmo-BSA  สามารถจับกับโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระที่ผสมอยู เมื่อเติมลงในหลุมที่
มีสารละลาย P3cmo-BSA เคลือบอยูทําใหแอนติบอดีจับกับ P3cmo-BSA ไดนอยลง  เมื่อเติม
แอนติบอดีทุติยภูมิที่จําเพาะตอ mouse IgG ที่มี HRP เชื่อมอยูลงไปจงึจับกับแอนติบอดีไดเทา
นอยลง ปรากฏสีจางลง  ซึ่งผลแสดงดังตารางที่ 4.6 
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ตารางที่ 4.6  คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร จากการทดสอบ competitive 
indirect ELISA ของแอนติบอดีในซีรัมหนู  

การดูดกลืนแสง 492 นาโนเมตร 
ความเขมขนของโพรเจสเทอโรนรูปอิสระที่แยงจับ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

หนูทดลอง แอนติเจนที่ใชตรึง 

0 10 100 
หนูตัวที่ 1 17αP-BSA 1.259 1.195 1.246 
หนูตัวที่ 2 17αP-BSA 1.175 1.098 1.138 
หนูตัวที่ 3 17αP-BSA  0.942 0.956 0.962 
หนูตัวที่ 4  P3cmo-BSA 1.387 0.412 0.102 
หนูตัวที่ 5 P3cmo-BSA 1.259 0.654 0.211 

C-  0.059 
หมายเหตุ   C-  คือ ซีรัมหนูที่ไมไดรับการกระตุนระบบภูมิคุมกัน 
 
4.6 ผลการหลอมรวมเซลลมามเขากับเซลลไมอีโลมา  
 

4.6.1 ผลการหลอมรวมเซลลมามเขากับเซลลไมอีโลมาครั้งที่ 1 (fusion 1) 
 

การหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 1 ใชมามจากหนูตัวที่ 1 ที่ฉีดกระตุนดวยโพรเจสเทอ 
โรน-17แอลฟาไฮดรอกซีที่เชื่อมตอกับ BSAหลังจากการหลอมรวมเซลลแลวทําการเลี้ยงเซลลใน
จานชนิด 96 หลุมจํานวน 5 จาน (480หลุม) ด วย HAT medium   สังเกตการเจริญของเซลลในแต
ละหลุมโดยใชกลองจุลทรรศนชนิดหัวกลับ    จะเห็นโคลนของเซลลไฮบริโดมา มีลักษณะกลมวาว 
และโปรงแสงเซลลไมอีโลมาและเซลลมาม ที่ไมถูกหลอมรวมเปนเซลลไฮบริโดมาจะตายเกือบ
หมด  หลังจากผานไปประมาณ 15 วัน เมื่อสองดูกลองจุลทรรศนชนิดหัวกลับจะเห็นเซลลไฮบริโด
มาเจริญไดประมาณครึ่งของพื้นที่กนหลุม โดยพบเซลลไฮบริโดมาจากหลุมทั้งหมด  322 หลมุ  จึง
ดูดอาหารเลี้ยงเซลลปริมาตร 100 ไมโครลิตร  นํามาตรวจหาปริมาณแอนติบอดีตอโพรเจสเทอโรน
โดยวิธี indirect ELISA    พบวาไดเซลลไฮบริโดมาที่สรางแอนติบอดีตอโพรเจสเทอโรนจากจาน
ชนิด 96 หลุมทั้งหมด  24 หลุม และเมื่อทําการแยกเซลลไฮบริโดมาใหเปนเซลลเดี่ยว (single cell) 
โดยทําการโคลนเซลลซ้ํา 3 คร้ัง ไดเซลลไฮบริโดมาที่มาจากตนกําเนิดเดียวกันที่สรางแอนติบอดี
ตอโพรเจสเทอโรนจํานวน 2  โคลน       ดังแสดงในตารางที่ 4.7 และ 4.8 
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4.6.2 ผลการหลอมรวมเซลลมามเขากับเซลลไมอีโลมาครั้งที่ 2 (fusion 2) 
 

การหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 2 ใชมามจากหนูตัวที่ 2  ที่ฉีดกระตุนดวยโพรเจสเทอ 
โรน-17แอลฟาไฮดรอกซีที่เชื่อมตอกับ BSA  หลังจากการหลอมรวมเซลลแลวทําการเลี้ยงเซลลใน
จานชนิด 96 หลุมจํานวน 5 จาน (480หลุม) ด วย HAT medium   เมื่อเลี้ยงเซลลได 1 วันตรวจดู
อาหารที่ใชเลี้ยงเซลลพบวาสีของอาหารเลี้ยงเซลลเปลี่ยนจากสีชมพูไปเปนสีเหลือง เมื่อสองดู
กลองจุลทรรศน เห็นเซลลตายเปนจุดดํา ๆ  กระจายทั่วไปไมมากนัก  จึงทําการเปลี่ยนอาหารเลี้ยง
เซลลโดยดูดอาหารเกาออก และใสอาหารใหมเขาไป จากนั้น 1 วัน พบวามีการปนเปอนของ
แบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเซลล ดงันั้นในการหลอมรวมเซลลคร้ังนี้จึงไมไดเซลลไฮบริโดมา 
 

4.6.3 ผลการหลอมรวมเซลลมามเขากับเซลลไมอีโลมาครั้งที่ 3 (fusion 3) 
 

การหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 3 ใชมามจากหนูตัวที่ 3 ที่ฉีดกระตุนดวยโพรเจสเทอ 
โรน-17แอลฟาไฮดรอกซีที่เชื่อมตอกับ BSA  หลังจากการหลอมรวมเซลลแลวทําการเลี้ยงเซลลใน
จานชนิด 96 หลุมจํานวน 5 จาน (480หลุม) ด วย HAT medium โดยหลังจากเลี้ยงเซลลได 2 วัน  
เมื่อสองดูดวยกลองจุลทรรศน พบเซลลขนาดเล็ก ๆ กระจายทั่วหลุม ไมพบโคโลนีของไฮบริโดมา   
หลังจากเลี้ยงเซลลได 7 วัน  เมื่อสองดูดวยกลองจุลทรรศน พบเซลลขนาดเล็ก ๆ กระจายเกือบเต็ม
หลุม ซึ่งเซลลเล็ก ๆ เหลานี้สามารเจริญเติบโตใน HAT medium ได เพราะเมื่อเลี้ยงไป 2-3 วัน สี
ของอาหารเลี้ยงเซลลจะเปลี่ยนจากสีชมพูไปเปนสีเหลืองอมสม  หลังจากเลี้ยงเซลลได 10 วัน  เมื่อ
สองดูดวยกลองจุลทรรศน พบเซลลขนาดเล็ก ๆ กระจายเต็มหลุม   จึงดูดอาหารเลี้ยงเซลลสวนบน
ของหลุมปริมาณ 100 ไมโครลิตร   นํามาตรวจหาปริมาณแอนติบอดีตอโพรเจสเทอโรน โดยวิธี 
indirect ELISA    พบวาไดเซลลไฮบริโดมาที่สรางแอนติบอดีตอโพรเจสเทอโรนจาก จานชนิด 96 
หลุมทั้งหมด  86 หลุม จึงยายเซลลจากหลุมใน 96 wells plate ไปยังจานชนิด 24 หลุม และเลี้ยง
เซลลดวย HT medium จากนั้น 1 วัน สองดูดวยกลองจุลทรรศนพบวาเซลลเล็ก ๆ เหลานั้นตาย
หมด   ดังนั้นในการหลอมรวมเซลลคร้ังนี้จึงไมไดเซลลไฮบริโดมา 
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4.6.4 ผลการหลอมรวมเซลลมามเขากับเซลลไมอีโลมาครั้งที่ 4 (fusion 4) 
 

การหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 4 ใชมามจากหนูตัวที่ 4 ที่ฉีดกระตุนดวยโพรเจสเทอ 
โรนคารบอกซีเมทิลออกไซมที่เชื่อมตอกับ BSA หลังจากการหลอมรวมเซลลแลวทําการเลี้ยงเซลล
ในจานชนิด 96 หลุม จํานวน 5 จาน (480หลุม) ด วย HAT medium  โดยทุก 2- 3 วันและ สังเกต
เซลลในแตละหลุมโดยใชกลองจุลทรรศน  จะเห็นโคลนของเซลลไฮบริโดมา มีลักษณะกลมวาว 
และโปรงแสงเซลลไมอีโลมาและเซลลมาม ที่ไมถูกหลอมรวมเปนเซลลไฮบริโดมาจะตายเกือบ
หมด  หลังจากผานไปประมาณ 15 วัน เมื่อสองดูกลองจุลทรรศน จะเห็นเซลลไฮบริโดมาเจริญได
ประมาณครึ่งของพื้นที่กนหลุม  โดยพบเซลลไฮบริโดมาจากหลุมทั้งหมด  128 หลุม  จึงดูดอาหาร
เลี้ยงเซลลสวนบนของหลุมปริมาณ 100 ไมโครลิตร   นํามาตรวจหาปริมาณแอนติบอดีตอโพรเจส
เทอโรน โดยวิธี indirect ELISA    พบวาไดเซลลไฮบริโดมาที่สรางแอนติบอดีตอโพรเจสเทอโรน
จาก จานชนิด 96 หลุมทั้งหมด  36 หลุม และเมื่อทําการแยกเซลลไฮบริโดมาใหเปนเซลลเดี่ยว 
โดยทําการโคลนเซลลซ้ํา 3 ครั้ง จะไดเซลลไฮบริโดมาที่มาจากตนกําเนิดเดียวกันที่สรางแอนติบอดี
ตอโพรเจสเทอโรน  จํานวน  10 โคลน       ดังแสดงในตารางที่ 4.7 และ 4.8 
 
ตารางที่ 4.7   อัตราสวนเซลลไฮบริโดมาและหลุมที่ใหผลบวกในการคัดกรอง ภายหลังการหลอม
รวมเซลลทั้ง 4 คร้ัง 
 

อัตราสวนที่ไดเซลล 
ไฮบริโดมา 

อัตราสวนของหลุมที่ใหผลบวก การหลอม
รวมเซลล 
คร้ังที่ 

หนูตัวที่ จํานวน
หลุมทั้ง
หมด 

 
จํานวนหลุม
ที่ไดเซลล 
ไฮบริโดมา 

เปอรเซ็นต 
(%) 

จํานวนหลุมที่
ใหผลบวกใน
การคัดกรอง 

เปอรเซ็นต 
(%) 

1  1 480 322 67.1 2 0.42 
2  2 480 0 0 0 0 
3  3 480 86 17.9 0 0 
4 4 480 128 26.7 10 2.08 
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ตารางที่ 4.8  คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร  จากการทดสอบ indirect 
ELISA ของอาหารเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาที่นํามาคัดเลือกแอนติบอดีตอโพรเจสเทอโรน  
 

คาการดูดกลืนแสง 492 นาโนเมตร ของการ
โคลนเซลล 

ลําดับ
ที่ 

รหัสเซลลไฮบริโดมา แอนติเจนที่ใช
ตรึง 

คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ังที่ 3 
1 2/A3-F1 17αP-BSA 1.586 1.498 1.595 
2 3/F7-F1 17αP-BSA 1.478 1.523 1.479 
3 1/B10-F4 P3cmo-BSA 2.542 2.469 2.512 
4 2/A3-F4 P3cmo-BSA 2.675 2.712 2.698 
5 3/C9-F4 P3cmo-BSA 2.685 2.692 2.549 
6 3/D7-F4 P3cmo-BSA 2.489 2.529 2.612 
7 3/E4-F4 P3cmo-BSA 2.845 2.795 2.798 
8 3/F7-F4 P3cmo-BSA 2.432 2.523 2.402 
9 4/E11-F4 P3cmo-BSA 2.795 2.852 2.756 

10 5/G7-F4 P3cmo-BSA 2.625 2.495 2.563 
11 5/H2-F4 P3cmo-BSA 1.012 1.115 1.122 
12 5/H8-F4 P3cmo-BSA 2.625 2.595 2.665 
 C-  0.059 0.062 0.066 
 C+  1.987 2.021 1.995 

หมายเหตุ    C-   คือ ซีรัมหนูที่ไมไดรับการกระตุนระบบภูมิคุมกัน 
C+  คือ ซีรัมหนูจากเลือดหัวใจหลังกระตุนระบบภูมิคุมกันดวยโพรเจสเทอโรนที่เชื่อม  
             ตอกับ BSA 4 คร้ัง 

 
4.7 ผลการหาระดับการเจือจางของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่เหมาะสม 
   

เนื่องจากโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจากเซลลไฮบริโดมาที่เลี้ยงในภาชนะเลี้ยงเซลลมี
ความเขมขนมากเมื่อนําไปใชทดสอบทาง ELISA จะทําใหเกิดการอิ่มตัวของสัญญาณและเปนการ
สิ้นเปลืองแอนติบอดี  จึงตองหาความเจือจางที่เหมาะสมเพื่อนําความเจือจางที่ไดนี้ไปใชสําหรับ
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การทดสอบคุณสมบัติตางๆ ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอไป การหาความเจือจางทําโดยวิธี 
indirect ELISA  โดยจะเลือกความเจือจางที่ใหคาการดูดแสงที่ 492  นาโนเมตร ม ีคาประมาณ 1 
ซึ่งผลที่ไดพบวาเซลลไฮบริโดมาที่ไดจากการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 1 ซึ่งมีรหัส 2/A3-F1 และ 3/F7-
F1  สรางแอนติบอดีมีคาความเจือจางที่เหมาะสม คือ 1:8 เทา และ 1:16 เทา สวนเซลลไฮบริโดมา
ที่ไดจากการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 4 ซึ่งมีรหัส 1/B10-F4,   2/A3-F4,  3/C9-F4,  3/D7-F4,  3/E4-
F4 ,  3/F7-F4,  4/E11-F4,  5/G7-F4,  5/H2-F4  และ   5/H8 -F4     สรางแอนติบอดีมีคาความ
เจือจางที่เหมาะสม คือ 1:64 เทา,  1:800 เทา,  1:800 เทา,  1:400 เทา,  1:800 เทา,  1:256 เทา,  
1:1,600 เทา,  1:800 เทา,  1:2 เทา  และ   1:800 เทา  ตามลําดับ  ดังแสดงในตารางที่ 4.9 
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 ตารางที่ 4.9 คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร จากการทดสอบ indirect ELISA ของแอนติบอดีในอาหารเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา 
  ที่ความเจือจางตาง ๆ  

คาการดูดกลืนแสง 492 นาโนเมตร 
ความเจือจางของแอนติบอดี 

ลําดับที่ รหัสเซลลไฮบริโดมา 

1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:400 1:800 1:1,600 
1 2/A3-F1 1.628 1.396 0.964** 0.797 0.684 0.478 0.359     
2 3/F7-F1 1.498 1.280 1.016 1.031** 0.419 0.312 0.353     
3 1/B10-F4 2.565 2.264 2.022 1.643 1.327 0.919** 0.701 0.511    
4 2/A3-F4 2.742 2.550 2.624 2.585 2.526 2.270 1.913 1.439 1.312 1.002** 0.658 
5 3/C9-F4 2.705 2.523 2.569 2.606 2.532 2.286 1.609 1.380 1.158 0.892** 0.485 
6 3/D7-F4 2.789 2.588 2.458 2.324 2.247 1.954 1.729 1.176 0.948** 0.642 0.441 
7 3/E4-F4 2.898 2.642 2.621 2.524 2.215 2.105 1.856 1.773 1.287 0.958** 0.542 
8 3/F7-F4 2.602 2.416 2.460 2.202 1.993 1.689 1.177 0.864**    
9 4/E11-F4 2.857 2.561 2.690 2.770 2.601 2.549 2.300 2.060 1.828 1.300 0.898** 
10 5/G7-F4 2.710 2.649 2.655 2.545 2.512 2.121 1.868 1.459 1.359 0.951** 0.423 
11 5/H2-F4 1.015 0.630** 0.271 0.148 0.110 0.076 0.063 0.051    
12 5/H8-F4 2.786 2.655 2.621 2.521 2.462 2.329 1.858 1.333 1.265 0.924** 0.771 
 C- 0.064 

หมายเหต ุ C- คือ ซีรัมหนูที่ไมไดรับการกระตุนระบบภูมิคุมกัน, ** คือ  คาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตรที่นํามาหาระดับความเจือจางที่เหมาะสม
ของแอนติบอดี  
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4.8 ผลการศึกษาคุณสมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่คัดเลือก 
 

 4.8.1  ผลการหาไอโซไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดี   
               
    หาไอโซไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดี  พบวา  โมโนโคลนอลแอนติบอดีจาก 
เซลลไฮบริโดมาที่ไดจากการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 1 ซึ่งมีรหัส 2/A3-F1 และ 3/F7-F1  มี ไอโซไทป 
เปน IgG3   สําหรับโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากเซลลไฮบริโดมาที่ไดจากการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 
4  ซึ่งมีรหัส  5/H8-F4,  2/A3-F4,  3/C9-F1,  4/E11-F4 และ  3/F7-F4  มี ไอโซไทป เปน  IgG1  
สวน5G7/-F4  และ 3/D7-F4  มี ไอโซไทป เปน IgG2a    และ  3/E4-F4, 1/B10-F4 และ  5/H2    
มีไอโซไทปเปน IgG2b,   IgG3  และ  IgM   ตามลําดับ   ในการทดสอบ indirect ELISA เพื่อคัด
กรองหาโมโนโคลนอลแอนติบอดีใชแอนติบอดีทุติยภูมิที่จําเพาะตอสวน heavy chain ของ 
mouse IgG ซึ่งเปนสวนที่มีขนาดใหญ ดังนั้นแอนติบอดีทุติยภูมิที่ใชนี้จึงอาจเกิดปฏิกิริยาขามกับ 
mouse IgM ทําใหในการคัดกรองไดโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีไอโซไทปเปน IgM  ติดมา ดัง
แสดงผลในตารางที่ 4.10 
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ตารางที่ 4.10  คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร จากชุดทดสอบ Isotyping kit 
ของ  บริษัทSigma  

คาการดูดกลืนแสง 492 นาโนเมตร 
Immunoglobulin ไอโซไทป 

ลําดับ
ที่ 

รหัสเซลล 
ไฮบริโดมา 

IgG1 IgG2a IgG2b IgG3 IgA IgM 
 

สรุป 

1 2/A3-F1 0.092 0.106 0.190 0.694 0.101 0.166 IgG3 
2 3/F7-F1 0.094 0.103 0.139 0.709 0.103 0.164 IgG3 
3 1/B10-F4 0.051 0.048 0.079 0.990 0.048 0.085 IgG3 
4 2/A3-F4 0.541 0.076 0.086 0.092 0.064 0.085 IgG1 
5 3/C9-F4 0.709 0.104 0.087 0.076 0.047 0.069 IgG1 
6 3/D7-F4 0.072 0.727 0.081 0.092 0.044 0.080 IgG2a 
7 3/E4-F4 0.064 0.051 1.820 0.147 0.051 0.085 IgG2b 
8 3/F7-F4 0.541 0.074 0.083 0.086 0.047 0.076 IgG1 
9 4/E11-F4 0.758 0.102 0.117 0.118 0.064 0.112 IgG1 

10 5/G7-F4 0.052 0.993 0.090 0.089 0.044 0.081 IgG2a 
11 5/H2-F4 0.052 0.056 0.087 0.087 0.050 0.468 IgM 
12 5/H8-F4 0.742 0.076 0.085 0.179 0.048 0.132 IgG1 
 IgG3 มาตรฐาน 0.192 0.344 0.405 1.329 0.166 0.298 IgG3 

 
4.8.2 ผลการทดสอบความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีกับโพรเจสเทอ

โรนในรูปอิสระ    
 

โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดนั้น ไดจากการฉีดการกระตุนดวยโพรเจสเทอโรนที่ 
ถูกเชื่อมตอดวยโปรตีน ดังนั้นจึงตองทดสอบดูวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ได มีความจําเพาะตอ
โพรเจสเทอโรนในรูปอิสระหรือไม   โดยวิธี competitive indirect ELISA  ซึ่งผลที่ไดพบวา เซลล
ไฮบริโดมาที่ไดจากการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 1 รหัส 2/A3-F1 และ 3/F7-F1  สรางแอนติบอดีที่ไม
จําเพาะกับโพรเจสเทอโรน ซึ่งนาจะมีสาเหตุมาจากในการหลอมรวมเซลลคร้ัง 1 ใชมามจากหนูตัว
ที่ 1 ซึ่งฉีดกระตุนดวยโพรเจสเทอโรน-17แอลฟาไฮดรอกซีที่เชื่อมตอเขากับ BSA โดยหลังจาก
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กระตุนครั้งที่ 4  แลวไดนําพอลิโคลนอลแอนติบอดีในซีรัม    มาหาระดับแอนติบอดีที่จําเพาะตอ 
โพรเจสเทอโรนในรูปอิสระดวยวิธี indirect ELISA โดยเจือจางซีรัมหนูดวย 0.5% BSA ใน PBS ซึ่ง
ผลจากการทํา indirect ELISA โดยเคลือบเพลตดวยโพรเจสเทอโรน-17แอลฟาไฮดรอกซีที่เชื่อม
ตอกับ BSA  เปรียบเทียบกับที่เคลือบดวย BSA พบวา แอนติบอดีในซีรัมหนูมีความจําเพาะกับ 
โพรเจสเทอโรน-17แอลฟาไฮดรอกซีที่เชื่อมตอกับ BSA (ผลการทดลองในขอ 3) จึงไดทําการหลอม
รวมเซลล แตเมื่อนําพอลิโคลนอลแอนติบอดีในซรัีมมาหาความจําเพาะตอโพรเจสเทอโรนในรูป
อิสระ พบวาพอลิโคลนอลแอนติบอดีไมมีความจําเพาะตอโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ (ผลการ
ทดลองในขอ 4) ซึ่งหมายความวา บี-ลิโฟไซตของหนูไมสรางแอนติบอดีตอโพรเจสเทอโรนในรูป
อิสระ ดังนั้นเมื่อนําบี-ลิโฟไซต มาทําการเชื่อมรวม จึงไดเซลลไฮบริโดมาที่ไมสรางแอนติบอดีตอ 
โพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ  ซึ่งแอนติบอดีที่ไฮบริโดมาสรางอาจไปจําเพาะกับเอพิโทปใหมที่เกิดขึ้น
จากการเชื่อมตอโพรเจสเทอโรน-17แอลฟาไฮดรอกซีเขากับ BSA    จึงทําใหในการคัดเลอืกเซลล
ไฮบริโดมาที่สรางแอนติบอดีใหผลบวกเนื่องจากในการทํา indirect ELISA    จะเคลือบเพลตดวย 
โพรเจสเทอโรน-17แอลฟาไฮดรอกซีเที่เชื่อมตอกับ BSA เนื่องจากแอนติบอดีที่ไดจากการหลอม
รวมเซลลในครั้งนี้ไมจําเพาะตอโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ ดังนั้นจึงไมทําการศึกษาตอในราย
ละเอียดของแอนติบอดีที่ไดนี้ 

สวนเซลลไฮบริโดมาที่ไดจากการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 4 รหัส1/B10-F4,   2/A3-F4,  
3/C9-F4,  3/D7-F4,  3/E4-F4 ,  3/F7-F4,  4/E11-F4,  5/G7-F4,  5/H2-F4  และ   5/H8 -F4     
สรางแอนติบอดีที่จําเพาะกับโพรเจสเทอโรน ซึ่งในการหลอมรวมเซลลคร้ัง 4 ใชมามจากหนูตัวที่ 4 
ซึ่งฉีดกระตุนดวยโพรเจสเทอโรนคารบอกซีเมทิลออกไซมที่เชื่อมตอกับ BSA โดยหลังจากกระตุน
คร้ังที่ 4  แลวไดนําพอลิโคลนอลแอนติบอดีในซีรัม มาหาระดับแอนติบอดีตอโพรเจสเทอโรนโดยวิธี 
indirect ELISA เชนเดียวกับหนูตัวที่ 1 โดยแอนติเจนที่ใชเคลือบเพลตคือโพรเจสเทอโรนคารบอก
ซีเมทิลออกไซมที่เชื่อมตอกับ BSA เปรียบเทียบกับที่เคลือบดวย BSA วา แอนติบอดีในซีรัมหนูมี
ความจําเพาะกับโพรเจสเทอโรนคารบอกซีเมทิลออกไซมที่เชื่อมตอกับ BSA (ผลการทดลองในขอ 
3) และเมื่อนําพอลิโคลนอลแอนติบอดีในซีรัม มาหาความจําเพาะตอโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ 
พบวาพอลิโคลนอลแอนติบอดีมีความจําเพาะตอโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ (ผลการทดลองในขอ 
4) ซึ่งหมายความวา บี-ลิโฟไซตของหนูสรางแอนติบอดีตอโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ ดังนั้นเมื่อนํา
บี-ลิโฟไซตมาทําการหลอมรวม จึงไดเซลลไฮบริโดมาที่สรางแอนติบอดีจําเพาะตอโพรเจสเทอโรน
ในรูปอิสระ  ซึ่งผลการทดสอบความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดตอโพรเจสเทอโรนใน
รูปอิสระ โดยวิธี competitive indirect ELISA   แสดงในตารางที่ 4.11 และ กราฟรูปที่ 4.3
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ตารางที่ 4.11  คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร จากการทดสอบ competitive indirect ELISA ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีในอาหารเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา 
 

คาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร 
ความเขมขนของโพรเจสเทอโรนที่ใชจับกับแอนติบอดี (นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) 

ลําดับที่ รหัสเซลล
ไฮบริโด
มา 0 0.005 0.026 0.128 0.640 3.20 16 80 400 2,000 10,000 50,000 100,000 500,000 

1 2/A3-F1 0.895 - - - - - - - - - 0.865 - 0.889 - 
2 3/F7-F1 0.928 - - - - - - - - - 0.965 - 0.942 - 
3 1/B10-F4 0.978 0.970 0.967 0.917 0.791 0.778 0.783 0.704 0.501 0.342 0.194 0.161 0.160 0.159 
4 2/A3-F4 1.120 1.125 1.126 1.124 1.015 1.004 0.922 0.673 0.343 0.132 0.134 0.132 0.124 0.122 
5 3/C9-F4 2.174 2.169 2.172 2.170 2.159 1.927 1.861 1.679 1.171 0.524 0.209 0.196 0.141 0.142 
6 3/D7-F4 0.621 0.618 0.507 0.484 0.423 0.342 0.312 0.284 0.212 0.201 0.195 0.130 0.140 0.139 
7 3/E4-F4 0.756 0.750 0.655 0.466 0.428 0.410 0.402 0.359 0.324 0.282 0.235 0.178 0.158 0.159 
8 3/F7-F4 1.301 1.303 1.299 1.100 1.066 1.057 0.869 0.688 0.324 0.240 0.184 0.160 0.172 0.169 
9 4/E11-F4 1.752 1.762 1.759 1.761 1.763 1.771 1.762 1.314 0.965 0.416 0.196 0.152 0.139 0.135 
10 5/G7-F4 0.815 0.817 0.818 0.705 0.567 0.522 0.404 0.374 0.272 0.270 0.216 0.186 0.175 0.170 
11 5/H2-F4 0.582 0.552 0.555 0.554 0.531 0.470 0.404 0.260 0.220 0.140 0.115 0.117 0.115 0.117 
12 5/H8-F4 1.812 1.815 1.814 1.725 1.685 1.595 1.503 0.978 0.851 0.333 0.190 0.152 0.153 0.155 
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 รูปที่ 4.3  กราฟแสดงความสัมพันธระหวาง  %B/B0  และความเขมขนของโพรเจสเทอโรน ที่ได
จากการทดสอบ  competitive indirect ELISA ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 1/B10-F4, 
2/A3-F4, 3/C9-F4, 3/D7-F4, 3/E4-F4, 3/F7-F4, 4/E11-F4, 5/G7-F4, 5/H2-F4 และ 5/H8-F4  
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รูปที่ 4.3  กราฟแสดงความสัมพันธระหวาง  %B/B0  และความเขมขนของโพรเจสเทอโรน ที่ไดจาก
การทดสอบ competitive indirect ELISA ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 1/B10-F4, 2/A3-
F4, 3/C9-F4, 3/D7-F4, 3/E4-F4, 3/F7-F4, 4/E11-F4, 5/G7-F4, 5/H2-F4 และ 5/H8-F4 (ตอ)  
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 รูปที่ 4.3  กราฟแสดงความสัมพันธระหวาง  %B/B0  และความเขมขนของโพรเจสเทอโรนที่ไดจาก
การทดสอบ competitive indirect ELISA ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 1/B10-F4, 2/A3-
F4, 3/C9-F4, 3/D7-F4, 3/E4-F4, 3/F7-F4, 4/E11-F4, 5/G7-F4, 5/H2-F4 และ 5/H8-F4 (ตอ)  
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รูปที่ 4.3  กราฟแสดงความสัมพันธระหวาง  %B/B0  และความเขมขนของโพรเจสเทอโรน ที่ไดจาก
การทดสอบ competitive indirect ELISA ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 1/B10-F4, 2/A3-
F4, 3/C9-F4, 3/D7-F4, 3/E4-F4, 3/F7-F4, 4/E11-F4, 5/G7-F4, 5/H2-F4 และ 5/H8-F4 (ตอ)  
 
 

จากกราฟในรูปที่ 4.3  สามารถหาคา IC50 ตอโพรเจสเทอโรนของโมโนโคลนอลแอนติบอดี
ทั้ง 10 โคลนไดดังตารางที่ 4.12 
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ตารางที่ 4.12   คา IC50 ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอโพรเจสเทอโรน  
 

ลําดับที่ รหัสเซลลไฮบริโดมา IC50 ของโพรเจสเทอโรน 
(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

1 1/B10-F4 0.036 
2 2/A3-F4 0.013 
3 3/C9-F4 0.324 
4 3/D7-F4 0.003 
5 3/E4-F4 0.002 
6 3/F7-F4 0.030 
7 4/E11-F4 0.361 
8 5/G7-F4 0.005 
9 5/H2-F4 0.037 
10 5/H8-F4 0.114 

 
 
4.8.3 ผลการทดสอบการทําปฏิกิริยาขามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีกับสาร 

ในกลุมฮอรโมนสเตอรอยดที่มีโครงสรางคลายโพรเจสเทอโรน 
 

จากการทดสอบการทําปฏิกิริยาขามกลุม กับสารในกลุมฮอรโมนสเตอรอยดที่มี 
โครงสรางคลายโพรเจสเทอโรน ไดแก   แอลโดสเทอโรน, คอเลสเทอรอล,   เอสทราไดออล, คอรทิ
โคสเทอโรน, โพรเจสเทอโรน – 17แอลฟาไฮดรอกซี และเทสโทสเทอโรน ซึ่งผลการทดสอบความ
จําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้ง 10 โคลน ตอสารในกลุมฮอรโมนสเตอรอยดที่มีโครงสราง
คลายโพรเจสเทอโรนทั้ง 6 ชนิด โดยวิธี competitive indirect ELISA  แสดงเปนคา IC50  ดังตาราง
ที่ 4.13 และ กราฟในรูปที่ 4.4  
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รูปที่ 4.4  กราฟแสดงความสัมพันธระหวาง %B/B0 และความเขมขนของคอเลสเทอรอล,  แอลโดส
เทอโรน,  เอสทราไดออล,  คอรทิโคสเทอโรน,  โพรเจสเทอโรน – 17แอลฟาไฮดรอกซี      และเทส
โทสเทอโรน  ที่ ไดจากการทดสอบโดยวิธี  competitive indirect ELISA ของโมโนโคลนอล
แอนติบอดีทั้ง 10 โคลน  
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รูปที่ 4.4  กราฟแสดงความสัมพันธระหวาง %B/B0 และความเขมขนของคอเลสเทอรอล,  แอลโดส
เทอโรน,  เอสทราไดออล,  คอรทิโคสเทอโรน,  โพรเจสเทอโรน – 17แอลฟาไฮดรอกซี      และเทส
โทสเทอโรน  ที่ ไดจากการทดสอบโดยวิธี  competitive indirect ELISA ของโมโนโคลนอล
แอนติบอดีทั้ง 10 โคลน  (ตอ) 
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รูปที่ 4.4  กราฟแสดงความสัมพันธระหวาง %B/B0 และความเขมขนของคอเลสเทอรอล,  แอลโดส
เทอโรน,  เอสทราไดออล,  คอรทิโคสเทอโรน,  โพรเจสเทอโรน – 17แอลฟาไฮดรอกซี      และเทส
โทสเทอโรน  ที่ ไดจากการทดสอบโดยวิธี  competitive indirect ELISA ของโมโนโคลนอล
แอนติบอดีทั้ง 10 โคลน  (ตอ) 
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รูปที่ 4.4  กราฟแสดงความสัมพันธระหวาง %B/B0 และความเขมขนของคอเลสเทอรอล,  แอลโดส
เทอโรน,  เอสทราไดออล,  คอรทิโคสเทอโรน,  โพรเจสเทอโรน – 17แอลฟาไฮดรอกซี      และเทส
โทสเทอโรน  ที่ ไดจากการทดสอบโดยวิธี  competitive indirect ELISA ของโมโนโคลนอล
แอนติบอดีทั้ง 10 โคลน  (ตอ) 
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รูปที่ 4.4  กราฟแสดงความสัมพันธระหวาง %B/B0 และความเขมขนของคอเลสเทอรอล,  แอลโดส
เทอโรน,  เอสทราไดออล,  คอรทิโคสเทอโรน,  โพรเจสเทอโรน – 17แอลฟาไฮดรอกซี  และ    เทส
โทสเทอโรน  ที่ ไดจากการทดสอบโดยวิธี  competitive indirect ELISA ของโมโนโคลนอล
แอนติบอดีทั้ง 10 โคลน  (ตอ) 
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จากกราฟสามารถหาคา IC50 ตอคอเลสเทอรอล,  แอลโดสเทอโรน,  เอสทราไดออล,  คอร
ทิโคสเทอโรน, โพรเจสเทอโรน – 17แอลฟาไฮดรอกซี  และเทสโทสเทอโรน ของโมโนโคลนอล
แอนติบอดีทั้ง 10 โคลนไดดังตารางที่ 4.13 

 
ตารางที่ 4.13  คา IC50 ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี ตอ คอเลสเทอรอล,  แอลโดสเทอโรน,    
เอสทราไดออล,  คอรทิโคสเทอโรน,  โพรเจสเทอโรน – 17แอลฟาไฮดรอกซี  และเทสโทสเทอโรน  
 

IC50 (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) ลําดับ
ที่ 

รหัสเซลล
ไฮบริโดมา คอเลส

เทอรอล 
แอลโดส
เทอโรน 

เอสทรา
ไดออล 

เทสโทส
เทอโรน 

คอรทิโคส
เทอโรน 

โพรเจสเทอโรน 
– 17แอลฟาไฮ 

ดรอกซี 
1 1/B10-F4 >500 >500 16.45 >500 >500 1.25 
2 2/A3-F4 >500 >500 17.5 9.81 35.2 1.46 
3 3/C9-F4 >500 >500 >500 >500 >500 1.99 
4 3/D7-F4 >500 >500 5.49 5.58 5.98 2.39 
5 3/E4-F4 >500 >500 6.40 >500 >500 >500 
6 3/F7-F4 >500 0.51 1.58 1.11 5.70 0.02 
7 4/E11-F4 >500 >500 >500 >500 >500 1.80 
8 5/G7-F4 >500 >500 0.16 >500 38.55 2.03 
9 5/H2-F4 >500 >500 5.41 0.08 >500 >500 
10 5/H8-F4 >500 >500 >500 >500 >500 1.7 

 
จากคา IC50 ของโพรเจสเทอโรน และ IC50 ของคอเลสเทอรอล,  แอลโดสเทอโรน,  เอสทราไดออล,  
คอรทิโคสเทอโรน,  โพรเจสเทอโรน – 17แอลฟาไฮดรอกซี  และเทสโทสเทอโรน สามารถหา  
เปอรเซ็นตการทําปฏิกิริยาขามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้ง 10 โคลนไดดังตารางที่ 4.14 
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ตารางที่ 4.14  เปอรเซ็นตการทําปฏิกิริยาขามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้ง 10 โคลน ตอ   
คอเลสเทอรอล,  แอลโดสเทอโรน,  เอสทราไดออล,  คอรทิโคสเทอโรน,  โพรเจสเทอโรน – 17
แอลฟาไฮดรอกซี  และเทสโทสเทอโรน 
 

เปอรเซ็นตการทําปฏิกิริยาขาม ลําดับ
ที่ 

รหัสเซลล
ไฮบริโดมา คอเลส

เทอรอล 
แอลโดส
เทอโรน 

เอสทรา
ไดออล 

เทสโทส
เทอโรน 

คอรทิโคส
เทอโรน 

โพรเจสเทอโรน 
– 17แอลฟาไฮ 

ดรอกซี 
1 1/B10-F4 <0.1 <0.1 0.22 <0.1 <0.1 2.88 
2 2/A3-F4 <0.1 <0.1 <0.1 0.13 <0.1 0.89 
3 3/C9-F4 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 16.28 
4 3/D7-F4 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 0.13 
5 3/E4-F4 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 
6 3/F7-F4 <0.1 5.88 1.90 2.70 0.53 150 
7 4/E11-F4 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 20.06 
8 5/G7-F4 <0.1 <0.1 3.12 <0.1 0.01 0.24 
9 5/H2-F4 <0.1 <0.1 0.68 46.25 <0.1 <0.1 
10 5/H8-F4 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 6.70 

 
 
 

4.8.4 ผลการทดสอบการทําปฏิกิริยาขามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีกับสาร 
นอกกลุมฮอรโมนสเตอรอยด 

 
จากการทดสอบการทําปฏิกิริยาขามกลุม กับสารนอกกลุมฮอรโมนสเตอรอยดที่ 

ใชในการทดสอบ ไดแก เพนิซิลลิน,  เททราซัยคลิน ,  นอรฟลอกซาซิน และ ซัลบูทามอล   ซึ่งผล
การทดสอบความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้ง 10 โคลน        ตอสารนอกกลุม
ฮอรโมนสเตอรอยดทั้ง 4 ชนิด โดยวิธี competitive indirect ELISA  แสดงเปนคา IC50  ดังตารางที่ 
4.15 
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ตารางที่ 4.15  คา IC50 ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ เพนิซิลลิน, เททราซัยคลิน,  นอรฟลอกซา
ซิน และ ซัลบูทามอล  
 

IC50 (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) ลําดับที่ รหัสเซลล 
ไฮบริโดมา เพนิซิลลิน เททราซัยคลิน   นอรฟลอกซาซิน ซัลบูทามอล 

1 1/B10-F4 >500 >500 >500 >500 

2 2/A3-F4 >500 >500 >500 >500 

3 3/C9-F4 >500 >500 >500 >500 

4 3/D7-F4 >500 >500 >500 >500 

5 3/E4-F4 >500 >500 >500 >500 

6 3/F7-F4 >500 >500 >500 >500 

7 4/E11-F4 >500 >500 >500 >500 

8 5/G7-F4 >500 >500 >500 >500 

9 5/H2-F4 >500 >500 >500 >500 

10 5/H8-F4 >500 >500 >500 >500 

 
จากคา IC50 ของโพรเจสเทอโรน และ IC50 ของเพนิซิลลิน, เททราซัยคลิน,   นอรฟลอกซา

ซิน และ ซัลบูทามอล หาเปอรเซ็นตการทําปฏิกิริยาขามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้ง 10 โคลน
ไดดังตารางที่ 17 
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ตารางที่ 4.16  เปอรเซ็นตการทําปฏิกิริยาขามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้ง 10 โคลน ตอเพนิซิล
ลิน, เททราซัยคลิน,   นอรฟลอกซาซิน และ ซัลบูทามอล  
 

เปอรเซ็นตการทําปฏิกิริยาขาม  ลําดับที่ รหัสเซลล 
ไฮบริโดมา เพนนิซิลิน เททราซัยคลิน  นอรฟลอกซาซิน ซัลบูทามอล 

1 1/B10-F4 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 

2 2/A3-F4 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 

3 3/C9-F4 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 

4 3/D7-F4 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 

5 3/E4-F4 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 

6 3/F7-F4 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 

7 4/E11-F4 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 

8 5/G7-F4 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 

9 5/H2-F4 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 

10 5/H8-F4 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 

 
 
 

4.8.5 ผลการทดสอบหาความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอโพรเจสเทอ 
โรน 

 
จากกราฟในรูปที่ 4.3 สามารถหาคา LOD ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้ง 10  

โคลนไดดังตารางที่ 4.17 
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ตารางที่  4.17  คา LOD ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้ง 10 โคลนตอโพรเจสเทอโรน 
   

ลําดับที่ รหัสเซลลไฮบริโดมา คา LOD 
(นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) 

1 1/B10-F4 0.64 
2 2/A3-F4 0.64 
3 3/C9-F4 3.2 
4 3/D7-F4 0.03 
5 3/E4-F4 0.03 
6 3/F7-F4 0.13 
7 4/E11-F4 80 
8 5/G7-F4 0.13 
9 5/H2-F4 0.64 
10 5/H8-F4 0.13 

  
 
 
4.9 ผลการทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหบริสุทธิ์ 
 
 จากการศึกษาลักษณะสมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดี พบวา โมโนโคลนอแอนติบอดี
รหัส 3/D7-F4 ไมทําปฏิกิริยาขามกับสารในและนอกกลุมฮอรโมนสเตอรอยด และมีคา LOD ต่ํา 
จึงเลือกโมโนโคลนอลแอนติบอดีรหัส 3/D7-F4 มาทําใหบริสุทธิ์ 

จากการทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหบริสุทธิ์โดยใชโปรตีน เอ  เมื่อชะแอนติบอดีออก
จากคอลัมนโปรตีน เอ แลวเก็บสารละลายแตละหลอดทดลองไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร พบวา สารละลายในหลอดทดลองลําดับสวนที่ 7, 8, 9 และ 10  ให
คาการดูดกลืนแสงเทากับ 0.579, 1.103, 0.579 และ 0.292 ตามลําดับ  ดังแสดงในกราฟรูปที่ 4.5  
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รูปที่ 4.5  กราฟแสดงความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร และสารละลาย
แตละลําดับสวนที่ชะออกจากคอลัมนโปรตีน เอ 
 
 เมื่อนําสารละลายในหลอดทดลองลําดับสวนที่ 7, 8, 9 และ 10  มารวมกันแลวนําไป     
ไดแอไลซ  และนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  280  ไดคาการดูดกลืนแสงเทากับ 
0.851 (สารละลายเจือจาง 1 ตอ 10 เทา)   ซึ่งสามารถหาความเขมขนของแอนติบอดีไดเทากับ 
6.30  มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  
 
 
 
 
 

 
 
 

 



บทที่  5 
 

สรุปผลการวิจัย 
  
       หลังจากทําการเชื่อมโพรเจสเทอโรน (P3cmo) กับ BSA แลว เมื่อคิดเปนปริมาณโปรตีน
ของสารโพรเจสเทอโรน ที่เชื่อมกับ BSA  (P3cmo-BSA) ไดเทากับ 613 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
และเมื่อหาปริมาณโพรเจสเทอโรนที่เชื่อมติดกับ BSA โดยใชชุดทดสอบ progesterone EIA ของ
บริษัท Euro-diagnostica ไดปริมาณโพรเจสเทอโรนเทากับ 7.6 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เมื่อคิด
เปนสัดสวนโมลระหวางโพรเจสเทอโรนกับ  BSA ในสารละลาย P3cmo-BSA มีคาเทากับ 20.4:1
เมื่อหาเปอรเซนตการจับระหวางโปรตีน BSA ที่เชื่อมตอกับโพรเจสเทอโรน เทากับ  79.32 และ
เมื่อนํา P3cmo-BSA ไปเคลือบ plate พบวา มีคาดูดกลืนที่ 492 นาโนเมตร แสดงวาสามารถเชื่อ
มสารโพรเจสเทอโรน ติดกับ BSA  

หลังจากฉีดกระตุนหนูดวยสารโพรเจสเทอโรนที่เชื่อมกับ BSA 2 ชนิด คือ โพรเจสเทอโรน-
17แอลฟาไฮดรอกซีที่เชื่อมตอกับ BSA (17αP-BSA)   และ  โพรเจสเทอโรนคารบอกซี  เมทิลออก
ไซมที่เชื่อมตอกับ BSA (P3cmo-BSA)  แลวนําเซลลมามของหนูมาหลอมรวมกับเซลลไมอีโลมา 
โดยภายหลังการหลอมรวมทั้งหมด 4 คร้ัง  ไดโมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้งหมด 12 โคลน คือ 2/A3-
F1,  3/F7-F1,(ซึ่งไดจากเซลลมามของหนูที่ฉีดกระตุนดวย 17αP-BSA)  1/10B10-F4,  2/A3-F4,  
3/C9-F4,  3/D7-F4,  3/E4-F4,  3/F7-F4,  4/E11-F4,  5/G7/F4,  5/H2-F4 และ 5/H8-F4 (ไดจาก
เซลลมามของหนูที่ฉีดกระตุนดวย P3cmo-BSA) 
   เมื่อศึกษาลักษณะเบื้องตนของโมโนโคลนอลแอนติบอดี โดยตรวจหา ไอโซไทป ของ 
โมโนโคลนอลแอนติบอดี พบวาโมโนโคลนรหัส2/A3-F4, 3/C9-F4, 3/F7-F4, 4/E11-F4 และ5/H8-
F4 มี ไอโซไทป IgG1  รหัส 3/D7-F4 และ 5/G7/F4 มี ไอโซไทป IgG2a  รหัส 2/A3-F1,  3/F7-F1 
และ 1/10B10-F4 มี ไอโซไทป IgG3   รห ัส 3/E4-F4 และ 5/H2-F4 มี ไอโซไทป IgG2b และ IgM 
ตามลําดับ   

เมื่อทดสอบความจําเพาะกับโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ พบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดี
รหัส 2/A3-F1  และ  3/F7-F1 ไมมีความจําเพาะกับโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ สวนโมโนโคลนอล
แอนติบอดีอีก 10 โคลนคือ 1/10B10-F4,  2/A3-F4,  3/C9-F4,  3/D7-F4,  3/E4-F4,  3/F7-F4,  
4/E11-F4,  5/G7/F4,  5/H2-F4 และ 5/H8-F4 มีความจําเพาะกับ       โพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ 
ซึ่งการทดสอบกอนการหลอมรวมเซลลนอกจากการวัดระดับ      ไตเตอรของแอนติบอดีในซีรัมหนู
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แลว การทดสอบที่สําคัญมากอีกอยางคือ การทดสอบความจําเพาะของแอนติบอดีในซีรัมหนูกับ
โพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ เพราะหากแอนติบอดีในซีรัมหนูมีความจําเพาะกับโพรเจสเทอโรนในรูป
อิสระแลวเมื่อนํามามของหนูมาทําการหลอมรวมเซลลจะทําใหมีโอกาสไดเซลลไฮบริโดมาที่สราง
โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอโพรเจสเทอโรนสูง ทั้งนี้เนื่องจากโพรเจสเทอโรนเปนสาร
โมเลกุลเล็กที่เมื่อเขาสูรางกายแลวไมสามารถกระตุนใหรางกายสรางแอนติบอดีได จึงตองทําการ
เชื่อมโพรเจสเทอโรนเขากับโปรตีนที่มีขนาดใหญเชน BSA  เมื่อกระตุนภูมิคุมกันดวยสารโพรเจส
เทอโรนที่เชื่อมกับ BSA สัตวทดลองจะสรางแอนติบอดีตออิพิโทปที่อยูบนโพรเจสเทอโรน, BSA 
และ อิพิโทปใหมบริเวณรอยตอระหวาง    โพรเจสเทอโรนและ BSA ดังนั้นการทดสอบความ
จําเพาะของแอนติบอดีในซีรัมตอโพรเจสเทอโรนจึงจําเปนมากสําหรับการฉีดกระตุนดวยสารที่มี
ขนาดเล็ก 

เมื่อนําโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะกับกับโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระทั้ง 10 โคลนไป
ทดสอบการทําปฏิกิริยาขามกับสารในกลุมฮอรโมนสเตอรอยด พบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีอีก 
10 โคลนทําปฏิกิริยาขามกับสารในกลุมฮอรโมนสเตอรอยดนอยกวา 6 เปอรเซ็นต ยกเวน 5/H2-
F4 ทําปฏิกิริยาขามกับเทสโทสเทอโรนสูงที่สุด 46.25 เปอรเซ็นต  4/E11-F4 และ3/C9-F4  ทํา
ปฏิกิริยาขามกับโพรเจสเทอโรน – 17แอลฟาไฮดรอกซี  20.06 และ 16.28 เปอรเซ็นต โดยโมโน
โคลนอลแอนติบอดีรหัส 3/E4-F4 ทําปฏิกิริยาขามกับสารในกลุมทุกตัวนอยกวา 0.1 เปอรเซ็นต 
จากการหาคาความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้ง 10 โคลนตอโพรเจสเทอโรน มีคาความไว
อยูในชวง 0.03 – 80 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร โดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีรหัส 4/E11-F4 มีคา
ความไว ต่ําสุดคือ 400 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร และ  โมโนโคลนอลแอนติบอดีรหัส 3/E4-F4 และ 
3/D7-F4 มีความไวสูงสุดคือ 0.03 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ซึ่งหากคัดเลือกโคลนที่ดีมาทําการเพาะ
เลี้ยงตอควรเลือกโคลนรหัส 3/E4-F4 และ 3/D7-F4         เพราะไมทําปฏิกิริยาขามกับสารในกลุม
และนอกกลุมสเตอรอยดฮอรโมน และมีความไวตอ    โพรเจสเทอโรนในการทดสอบสูง โดยมีคา
ความไวในการทดสอบ 0.03 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร จากรายงานของ Fairclough และคณะ 1975 
ซึ่งวัดระดับโพรเจสเทอโรนในโคนมขณะตั้งครรภในชวง 240 วันมีคาเทากับ 8.8 - 9.9 นาโนกรัม
ตอมิลลิลิตร ดังนั้นโมโนโคลนอลแอนติบอดี  2 โคลนนี้จึงศักยภาพนําไปพัฒนาตอเปนชุดทดสอบ
ระดับโพรเจสเทอโรนได 

เมื่อนําโมโนโคลนอลแอนตบิอดีรหัส 3/D7-F4 ซึ่งไมทําปฏิกิริยาขามกับสารในและนอก
กลุมฮอรโมนสเตอรอยด และมีคา LOD ต่ํา มาทําใหบริสุทธิ์โดยใชโปรตีน เอ  พบวาโมโนโคลนอล
แอนติบอดีที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวมีความเขมขน  6.3 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  
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ภาคผนวก ก. 
 
ตารางที่ ก.1   คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตรจากการทํา competitive 
indirect ELISA ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีรหัส 1/B10-F4 ตอสารคอเลสเทอรอล,  แอลโดสเทอ
โรน,  เอสทราไดออล,  คอรทิโคสเทอโรน,  โพรเจสเทอโรน– 17แอลฟาไฮดรอกซี  และเทสโทสเทอ
โรนที่ความเขมขนตาง ๆ 
 

คาการดูดกลืนแสง 492 นาโนเมตร ความเขมขนของสาร 
(ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) คอเลส 

เทอรอล 
แอลโดส
เทอโรน 

เอสทรา
ไดออล 

เทสโทส 
เทอโรน 

คอรทิโคส
เทอโรน 

โพรเจสเทอโรน 
– 17แอลฟาไฮ 

ดรอกซี 
0 0.985 0.744 1.034 0.999 0.692 0.817 

0.026 1.004 0.758 1.056 0.990 0.691 0.810 
0.128 1.157 0.744 1.053 0.974 0.695 0.805 
0.640 1.170 0.729 1.048 0.942 0.654 0.795 
3.20 1.165 0.723 1.101 0.954 0.65 0.784 
16 1.100 0.719 1.065 0.961 0.629 0.781 
80 1.177 0.646 1.076 0.950 0.565 0.779 

400 1.139 0.668 1.103 0.930 0.606 0.709 
2,000 1.122 0.629 1.011 0.873 0.579 0.558 
10,000 1.121 0.577 0879 0.915 0.486 0.437 
50,000 1.167 0.562 0.656 0.803 0.435 0.412 

100,000 1.175 0.541 0.505 0.789 0.419 0.392 
500,000 1.202 0.547 0.477 0.615 0.406 0.310 
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ตารางที่ ก.2   คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตรจากการทํา competitive 
indirect ELISA ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีรหัส 2/A3-F4 ตอสารคอเลสเทอรอล,  แอลโดสเทอ
โรน,  เอสทราไดออล,  คอรทิโคสเทอโรน,  โพรเจสเทอโรน– 17แอลฟาไฮดรอกซี  และเทสโทสเทอ
โรนที่ความเขมขนตาง ๆ 
 

คาการดูดกลืนแสง 492 นาโนเมตร ความเขมขนของสาร 
(ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) คอเลส 

เทอรอล 
แอลโดส
เทอโรน 

เอสทรา
ไดออล 

เทสโทส 
เทอโรน 

คอรทิโคส
เทอโรน 

โพรเจสเทอโรน 
– 17แอลฟาไฮ 

ดรอกซี 
0 1.312 1.174 1.509 1.350 0.916 1.233 

0.026 1.321 1.171 1.510 1.347 0.934 1.225 
0.128 1.289 1.145 1.511 1.345 0.923 1.190 
0.640 1.331 1.126 1.517 1.348 0.918 1.158 
3.20 1.314 1.118 1.517 1.332 0.911 1.059 
16 1.298 1.116 1.511 1.319 0.912 1.049 
80 1.255 1.108 1.499 1.316 0.906 1.036 
400 1.175 1.108 1.418 1.179 0.912 0.970 

2,000 1.230 1.076 1.316 1.085 0.801 0.620 
10,000 1.304 1.035 1.063 0.974 0.729 0.284 
50,000 1.150 0.981 0.631 0.835 0.537 0.301 
100,000 1.034 0.836 0.322 0.731 0.429 0.139 
500,000 1.324 0.835 0.203 0.545 0.172 0.127 
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ตารางที่ ก.3   คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตรจากการทํา competitive 
indirect ELISA ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีรหัส 3/C9-F4 ตอสารคอเลสเทอรอล,  แอลโดสเทอ
โรน,  เอสทราไดออล,  คอรทิโคสเทอโรน,  โพรเจสเทอโรน– 17แอลฟาไฮดรอกซี  และเทสโทสเทอ
โรนที่ความเขมขนตาง ๆ 
 

คาการดูดกลืนแสง 492 นาโนเมตร ความเขมขนของสาร 
(ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) คอเลส 

เทอรอล 
แอลโดส
เทอโรน 

เอสทรา
ไดออล 

เทสโทส 
เทอโรน 

คอรทิโคส
เทอโรน 

โพรเจสเทอโรน 
– 17แอลฟาไฮ 

ดรอกซี 
0 1.311 1.166 1.449 1.351 0.924 1.272 

0.026 1.306 1.140 1.483 1.338 0.927 1.269 
0.128 1.322 1.133 1.464 1.336 0.932 1.239 
0.640 1.309 1.128 1.482 1.305 0.927 1.176 
3.20 1.259 1.114 1.446 1.231 0.921 1.126 
16 1.312 1.107 1.447 1.151 0.929 1.108 
80 1.287 1.075 1.487 1.081 0.922 1.055 
400 1.372 1.076 1.458 1.146 0.881 1.062 

2,000 1.296 1.053 1.483 1.147 0.847 0.772 
10,000 1.349 1.036 1.529 1.077 0.733 0.345 
50,000 1.218 0.945 1.212 0.881 0.684 0.234 
100,000 1.238 0.908 0.946 0.837 0.511 0.135 
500,000 1.382 0.901 0.767 0.791 0.471 0.125 
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ตารางที่ ก.4   คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตรจากการทํา competitive 
indirect ELISA ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีรหัส 3/D7-F4 ตอสารคอเลสเทอรอล,  แอลโดสเทอ
โรน,  เอสทราไดออล,  คอรทิโคสเทอโรน,  โพรเจสเทอโรน– 17แอลฟาไฮดรอกซี  และเทสโทสเทอ
โรนที่ความเขมขนตาง ๆ 
 

คาการดูดกลืนแสง 492 นาโนเมตร ความเขมขนของสาร 
(ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) คอเลส 

เทอรอล 
แอลโดส
เทอโรน 

เอสทรา
ไดออล 

เทสโทส 
เทอโรน 

คอรทิโคส
เทอโรน 

โพรเจสเทอโรน 
– 17แอลฟาไฮ 

ดรอกซี 
0 0.733 0.441 0.695 0.763 0.507 0.669 

0.026 0.740 0.440 0.707 0.757 0.500 0.659 
0.128 0.726 0.438 0.688 0.760 0.498 0.640 
0.640 0.716 0.438 0.676 0.746 0.482 0.646 
3.20 0.711 0.423 0.671 0.742 0.466 0.624 
16 0.714 0.430 0.655 0.736 0.440 0.627 
80 0.712 0.427 0.659 0.737 0.442 0.649 
400 0.694 0.409 0.635 0.687 0.430 0.597 

2,000 0.612 0.401 0.528 0.557 0.386 0.380 
10,000 0.601 0.403 0.494 0.479 0.288 0.275 
50,000 0.654 0.345 0.318 0.332 0.272 0.196 
100,000 0.615 0.344 0.239 0.292 0.219 0.186 
500,000 0.608 0.278 0.243 0.230 0.131 0.133 
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ตารางที่ ก.5   คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตรจากการทํา competitive 
indirect ELISA ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีรหัส 3/E4-F4 ตอสารคอเลสเทอรอล,  แอลโดสเทอ
โรน,  เอสทราไดออล,  คอรทิโคสเทอโรน,  โพรเจสเทอโรน– 17แอลฟาไฮดรอกซี  และเทสโทสเทอ
โรนที่ความเขมขนตาง ๆ 
 

คาการดูดกลืนแสง 492 นาโนเมตร ความเขมขนของสาร 
(ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) คอเลส 

เทอรอล 
แอลโดส
เทอโรน 

เอสทรา
ไดออล 

เทสโทส 
เทอโรน 

คอรทิโคส
เทอโรน 

โพรเจสเทอโรน 
– 17แอลฟาไฮ 

ดรอกซี 
0 0.825 0.674 0.910 0.678 0.701 0.572 

0.026 0.823 0.675 0.905 0.676 0.709 0.582 
0.128 0.845 0.644 0.913 0.671 0.700 0.590 
0.640 0.824 0.655 0.900 0.649 0.702 0.523 
3.20 0.835 0.647 0.871 0.619 0.692 0.526 
16 0.831 0.632 0.838 0.564 0.672 0.505 
80 0.838 0.634 0.816 0.529 0.656 0.501 
400 0.825 0.629 0.815 0.517 0.625 0.491 

2,000 0.834 0.677 0.771 0.522 0.618 0.485 
10,000 0.812 0.636 0.742 0.487 0.562 0.447 
50,000 0.795 0.604 0.584 0.486 0.383 0.421 
100,000 0.801 0.586 0.437 0.431 0.451 0.398 
500,000 0.812 0.555 0.259 0.385 0.386 0.375 
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ตารางที่ ก.6   คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตรจากการทํา competitive 
indirect ELISA ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีรหัส 3/F7-F4 ตอสารคอเลสเทอรอล,  แอลโดสเทอ
โรน,  เอสทราไดออล,  คอรทิโคสเทอโรน,  โพรเจสเทอโรน– 17แอลฟาไฮดรอกซี  และเทสโทสเทอ
โรนที่ความเขมขนตาง ๆ 
 

คาการดูดกลืนแสง 492 นาโนเมตร ความเขมขนของสาร 
(ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) คอเลส 

เทอรอล 
แอลโดส
เทอโรน 

เอสทรา
ไดออล 

เทสโทส 
เทอโรน 

คอรทิโคส
เทอโรน 

โพรเจสเทอโรน 
– 17แอลฟาไฮ 

ดรอกซี 
0 1.264 1.166 1.424 1.718 1.015 1.688 

0.026 1.238 1.163 1.415 1.715 1.088 1.719 
0.128 1.312 1.106 1.431 1.696 0.985 1.518 
0.640 1.325 0.995 1.390 1.646 0.957 1.334 
3.20 1.312 0.976 1.347 1.590 0.897 1.107 
16 1.354 0.960 1.309 1.519 0.842 0.896 
80 1.363 0.955 1.307 1.433 0.761 0.815 
400 1.364 0.977 1.280 1.338 0.757 0.410 

2,000 1.295 0.964 0.707 0.891 0.785 0.294 
10,000 1.275 0.720 0.413 0.363 0.585 0.308 
50,000 1.267 0.648 0.201 0.257 0.328 0.172 
100,000 1.259 0.604 0.187 0.243 0.233 0.152 
500,000 1.219 0.570 0.180 0.235 0.196 0.119 
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ตารางที่ ก.7   คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตรจากการทํา competitive 
indirect ELISA ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีรหัส 4/E11-F4 ตอสารคอเลสเทอรอล,  แอลโดสเทอ
โรน,  เอสทราไดออล,  คอรทิโคสเทอโรน,  โพรเจสเทอโรน– 17แอลฟาไฮดรอกซี  และเทสโทสเทอ
โรนที่ความเขมขนตาง ๆ 
 

คาการดูดกลืนแสง 492 นาโนเมตร ความเขมขนของสาร 
(ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) คอเลส 

เทอรอล 
แอลโดส
เทอโรน 

เอสทรา
ไดออล 

เทสโทส 
เทอโรน 

คอรทิโคส
เทอโรน 

โพรเจสเทอโรน 
– 17แอลฟาไฮ 

ดรอกซี 
0 1.475 0.986 2.107 1.630 1.026 1.584 

0.026 1.429 1.009 2.115 1.633 1.032 1.599 
0.128 1.514 0.995 2.115 1.632 1.008 1.581 
0.640 1.398 0.981 2.111 1.571 0.995 1.550 
3.20 1.378 0.956 2.114 1.509 0.985 1.520 
16 1.465 0.902 2.116 1.447 0.978 1.488 
80 1.398 0.995 2.141 1.375 0.968 1.401 
400 1.417 1.025 2.104 1.372 0.923 1.261 

2,000 1.448 1.036 2.068 1.346 0.879 0.871 
10,000 1.459 1.034 1.872 1.329 0.87 0.456 
50,000 1.398 0.820 1.567 1.068 0.868 0.252 
100,000 1.458 0.728 1.282 1.044 0.84 0.161 
500,000 1.449 0.709 1.216 1.010 0.813 0.137 
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ตารางที่ ก.8   คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตรจากการทํา competitive 
indirect ELISA ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีรหัส 5/G7-F4 ตอสารคอเลสเทอรอล,  แอลโดสเทอ
โรน,  เอสทราไดออล,  คอรทิโคสเทอโรน,  โพรเจสเทอโรน– 17แอลฟาไฮดรอกซี  และเทสโทสเทอ
โรนที่ความเขมขนตาง ๆ 
 

คาการดูดกลืนแสง 492 นาโนเมตร ความเขมขนของสาร 
(ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) คอเลส 

เทอรอล 
แอลโดส
เทอโรน 

เอสทรา
ไดออล 

เทสโทส 
เทอโรน 

คอรทิโคส
เทอโรน 

โพรเจสเทอโรน 
– 17แอลฟาไฮ 

ดรอกซี 
0 0.786 0.575 1.165 0.762 0.559 0.807 

0.026 0.785 0.576 1.104 0.753 0.562 0.804 
0.128 0.769 0.535 1.110 0.763 0.559 0.809 
0.640 0.774 0.561 1.043 0.755 0.548 0.782 
3.20 0.751 0.542 0.919 0.747 0.556 0.726 
16 0.763 0.539 0.847 0.771 0.564 0.707 
80 0.725 0.562 0.778 0.767 0.55 0.706 
400 0.724 0.532 0.606 0.762 0.55 0.654 

2,000 0.752 0.562 0.536 0.682 0.525 0.508 
10,000 0.741 0.554 0.275 0.661 0.509 0.320 
50,000 0.703 0.559 0.180 0.667 0.433 0.241 
100,000 0.699 0.560 0.161 0.537 0.318 0.203 
500,000 0.710 0.550 0.173 0.471 0.278 0.149 
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ตารางที่ ก.9   คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตรจากการทํา competitive 
indirect ELISA ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีรหัส 5/H2-F4 ตอสารคอเลสเทอรอล,  แอลโดสเทอ
โรน,  เอสทราไดออล,  คอรทิโคสเทอโรน,  โพรเจสเทอโรน– 17แอลฟาไฮดรอกซี  และเทสโทสเทอ
โรนที่ความเขมขนตาง ๆ 
 

คาการดูดกลืนแสง 492 นาโนเมตร ความเขมขนของสาร 
(ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) คอเลส 

เทอรอล 
แอลโดส
เทอโรน 

เอสทรา
ไดออล 

เทสโทส 
เทอโรน 

คอรทิโคส
เทอโรน 

โพรเจสเทอโรน 
– 17แอลฟาไฮ 

ดรอกซี 
0 0.569 0.737 0.766 0.625 0.431 0.533 

0.026 0.587 0.723 0.762 0.626 0.424 0.534 
0.128 0.574 0.753 0.762 0.632 0.422 0.539 
0.640 0.569 0.730 0.753 0.625 0.406 0.522 
3.20 0.598 0.742 0.751 0.630 0.396 0.483 
16 0.565 0.755 0.750 0.607 0.363 0.450 
80 0.575 0.760 0.749 0.572 0.379 0.419 
400 0.548 0.742 0.670 0.493 0.393 0.418 

2,000 0.582 0.733 0.629 0.449 0.386 0.388 
10,000 0.559 0.750 0.464 0.348 0.361 0.372 
50,000 0.588 0.737 0.416 0.314 0.312 0.350 
100,000 0.578 0.769 0.383 0.302 0.300 0.310 
500,000 0.541 0.719 0.304 0.246 0.223 0.278 
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ตารางที่ ก.10   คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตรจากการทํา competitive 
indirect ELISA ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีรหัส 5/H8-F4 ตอสารคอเลสเทอรอล,  แอลโดสเทอ
โรน,  เอสทราไดออล,  คอรทิโคสเทอโรน,  โพรเจสเทอโรน– 17แอลฟาไฮดรอกซี  และเทสโทสเทอ
โรนที่ความเขมขนตาง ๆ 
 

คาการดูดกลืนแสง 492 นาโนเมตร ความเขมขนของสาร 
(ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) คอเลส 

เทอรอล 
แอลโดส
เทอโรน 

เอสทรา
ไดออล 

เทสโทส 
เทอโรน 

คอรทิโคส
เทอโรน 

โพรเจสเทอโรน 
– 17แอลฟาไฮ 

ดรอกซี 
0 1.179 1.105 1.754 1.212 0.882 1.237 

0.026 1.185 1.103 1.769 1.220 0.879 1.233 
0.128 1.125 1.104 1.765 1.206 0.878 1.242 
0.640 1.115 1.112 1.76 1.191 0.876 1.147 
3.20 1.162 1.108 1.741 1.158 0.864 1.164 
16 1.008 1.115 1.704 1.215 0.819 1.110 
80 1.108 1.138 1.689 1.301 0.860 1.069 
400 1.158 1.098 1.651 1.244 0.844 0.910 

2,000 1.114 1.127 1.613 1.204 0.854 0.878 
10,000 1.357 1.148 1.491 1.215 0.790 0.525 
50,000 1.247 1.024 1.401 1.244 0.749 0.499 
100,000 1.138 1.108 0.960 1.182 0.650 0.401 
500,000 1.111 1.119 0.894 1.096 0.632 0.312 
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ภาคผนวก ข. 
 

การเตรียมสารละลายตางๆ สําหรับใชการเชื่อมโพรเจสเทอโรนกับ BSA 
 

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

การเตรียมสารละลายตางๆ สําหรับใชในการทดสอบดวยวิธี ELISA 
 

1. 0.2 M  Phosphate buffer (Stock reagent) 
ชั่ง  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.  นมพรองมันเนย 5 เปอรเซนต 
  นมพรองมันเนย       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  องศา
เซลเซียส  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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การเตรียมสารละลายตางๆ สําหรับใชในการทําแอนติบอดีใหบริสุทธิ์ 
 

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  
ชั่ง  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 
 

  
การเตรียมสารละลายตางๆ สําหรับใชในการทดสอบ TNBS 
  

0.1 M Sodium bicarbonate buffer, pH 8.5 
Na2CO3  3.18 กรัม 
NaHCO3  5.86 กรัม 
น้ํากลั่น   800  มิลลิลิตร 

  ปรับ pH ใหได 8.5 และเติมน้ํากลั่นใหครบ 1 ลิตร 
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การเตรียมน้ํายาเลี้ยงเซลลชนิดตางๆ 
 

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 ไมโครเมตร แบงใสขวด ๆ ละ 10 มิลลิลิตร แลวเก็บ
ไวที่อุณหภูมิ 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 hybrid    
  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 
ไมโครเมตร  แบงใสขวด ๆ ละ 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 แบงใสขวด ๆ ละ 
100 มิลลิลิตร แลวเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 

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

 ผสมใหเขากัน แลวนําไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22 ไมโครเมตร แบงใสขวด ๆ ละ 
100 มิลลิลิตร แลวเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
 
 
การเตรียมสารละลาย PEG 50 เปอรเซนต 
  
 นํา PEG มาอุนใหละลาย ปริมาตร 2 มิลลิลิตร มาผสมกับอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 
ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน แลวแบงใสหลอดๆ ละ ประมาณ 1 มิลลิลิตร นําไปเก็บไวที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส กอนการเชื่อมเซลลใหนําออกมาอุนไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  
  
 
การเตรียมน้ํายาแชแข็งเซลล 
 
 อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 70 มิลลิลิตร 
 Fetal bovine serum  20 มิลลิลิตร 
 Dimethyl sulfoxide ( DMSO ) 10 มิลลิลิตร 
 ผสมใหเขากัน แลวนําไปแชที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
 
 
 



 100

สารละลายที่ใชทํา BCA 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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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

 นางสาวสุปรีชา  ฉัตรทอง เกิดเมื่อวันที่ 27 มิถุนายน พ.ศ. 2522  ที่จังหวัด สิงหบุรี สําเร็จ
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