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เททราไซคลิน (TC) เป็นยาปฏิชีวนะที่ออกฤทธิ์กว้าง จึงท้าให้ TC ถูกน้ามาใช้กันอย่างแพร่หลาย
ในการป้องกันและรักษาโรคติดเชื้อในอุตสาหกรรมการเลี้ยงสัตว์ และอุตสาหกรรมการเลี้ยงผึ้ง แต่อย่างไรก็
ตามการใช้ยา TC เป็นเวลานานและใช้อย่างไม่ถูกต้อง เป็นสาเหตุให้เกิดปัญหาสารตกค้างในผลิตภัณฑ์จาก
สัตว์ เพื่อความปลอดภัยของผู้บริโภค ท้าให้ในหลายประเทศมีการก้าหนดระดับยา TC สูงสุดที่อนุญาตให้
ตรวจพบได้ในอาหาร (MRLs) ในปัจจุบัน วิธีอิมมูโนโครมาโทรกราฟิกแอสเสย์ (ICA) หรือ แถบทดสอบ เป็น
วิธีที่นิยมน้ามาใช้ตรวจกันคัดกรองเบื้องต้น เนื่องจากใช้เวลาในการวิเคราะห์ผลน้อย ประเมินผลได้ด้วย
สายตา และสามารถน้าไปตรวจในภาคสนามหรือในหน้างานนั้นได้ นอกจากนี้แถบทดสอบยังมีประโยชน์
อย่างมากในการตรวจวิเคราะห์เชิงคุณภาพหรือกึ่งปริมาณ ในการศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อพัฒนาอิมมู
โนโครมาโทกราฟีส้าหรับตรวจวัดเททราไซคลินตกค้างในน้้าผึ้ง โดยมีวิธีการเตรียมแถบทดสอบ 2 แบบ คือ
วิธีการท้าด้วยมือ (handmade method) และวิธีการใช้เครื่องจ่ายสารระดับไมโครลิตร โดยท้าการเชื่อมโม
โนโคลนอลแอนติบอดี กับอนุภาคทองขนาด 40 นาโนเมตร และ TC เชื่อมกับ bovine serum albumin 
จากวิธีการท้าแถบทดสอบด้วยมือ พบว่าแถบทดสอบมีค่าขีดจ้ากัดของการวัด TC ด้วยสายตา เท่ากับ 1 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และมีช่วงการวัดของแถบทดสอบ TC อยู่ในช่วง 1–100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
อย่างไรก็ตามการเตรียมแถบทดสอบด้วยมือมีข้อจ้ากัดหลายอย่างเช่น ความสม่้าเสมอหรือความสามารถใน
การท้าซ้้า ส่งผลถึงความเข้มสีและความกว้างของแถบเส้นทดสอบ รวมทั้งการเตรียมในปริมาณมากท้าได้ยาก 
เนื่องจากข้อจ้ากัดของเครื่องมือที่ใช้ เมื่อท้าการเตรียมแถบทดสอบโดยใช้เครื่องจ่ายสารระดับไมโครลิตร 
และหาค่าความไวของแถบทดสอบ TC โดยการประเมินด้วยสายตาร่วมกับโปรแกรมอ่านค่าสี ImageJ รุ่น 
1.47m พบว่าแถบทดสอบมีค่าขีดจ้ากัดของการวัด TC เท่ากับ 10 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร และมีช่วงการวัด
ของแถบทดสอบ TC อยู่ในช่วง 10–40 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร เมื่อน้าแถบทดสอบ TC ทดสอบปฏิกิริยาข้าม
กับสารปฏิชีวนะในและนอกกลุ่ม TCs พบว่าแถบทดสอบไม่เกิดปฏิกิริยาข้ามกับสารปฏิชีวนะในและนอก
กลุ่ม TCs จากนั้นน้าแถบทดสอบ TC มาตรวจหา TC ตกค้างในตัวอย่างน้้าผึ้งพบว่า ให้ค่าความถูกต้องของ
การตรวจวัดในรูปของค่าอัตราการคืนกลับในช่วงยอมรับได้ที่ 93–116 % และมีค่าความแม่นย้าในการ
ตรวจวัดในรูปของค่าความแปรปรวนอยู่ในช่วงยอมรับได้ที่ 1.0–8.6 % ซึ่งแสดงให้เห็นว่า จากการทดลอง
ทั้งหมดสรุปได้ว่าแถบทดสอบ TC ที่พัฒนาขึ้นสามารถใช้ตรวจ TC ได้อย่างน่าเชื่อถือ 
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Tetracycline (TC) is a broad spectrum antibiotic. It is widely used for prevention and 
treatment of infectious diseases in animal husbandry and apiculture. However, long term use and 
misuse of TC can cause the problem of drug residue in animal products. To ensure food safety 
for the consumers, several countries have set maximum residue limits (MRLs) for TCs in food 
products. Immunochromatographic assay (ICA) or test strip is currently the most popular 
screening method due to its short analysis time, easy result observation and on-site detection. In 
addition, test strip is very useful for qualitative and semi-quantitative analysis. The objective of 
this study was to develop an immunochromatographic assay for TC residues detection in honey. 
The prepared of the test strip divided into two methods : handmade method and  microliter 
dispenser method. Colloidal gold 40 nm was conjugated with monoclonal antibody and TC was 
conjugated with bovine serum albumin. Visual limit of detection (VLOD) and visual detection 
range of TC were found to be 1 µg mL-1 and 1–100 µg mL-1 for test strips prepared by handmade 
method. However, this handmade method has many limitations such as consistency or 
repeatability that affect color intensity and band width of the test line. In addition, strip 
preparation in a large quantity was difficult due to the limitation of the instruments. The test strip 
prepared by the microliter dispenser method was also studies for limit of detection and 
detection range. The color intensity of the test line was evaluated by both visual detection and 
scanning detection using ImageJ v.1.42m software. It was found that the VLOD was 10 ng mL-1 
and the detection was in a range of 10–40 ng mL-1. The test strips were tested for cross–reactivity 
with other antibiotics in the TCs group and other antibiotics. It was found that the strips showed 
no cross–reactivity with any antibiotics. The test strips was also employed to detect TC residue in 
honey samples. The accuracy of the test in term of % recovery was found in the acceptable 
range of 93–116 % and the precision in term of the % coefficient of variation was found in the 
acceptable range of 1.0–8.6 %. From all results, it cloud be concluded that the developed test 
strips can be used in TC detection with confidence. 
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บทที ่1 

บทน า 

1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

น้้าผึ้ง คือน้้าหวานที่ผึ้งเก็บจากต่อมน้้าหวานของดอกไม้ หรือต้นไม้ ที่ผ่านขบวนการย่อย

ภายในตัวผึ้ง แปรสภาพน้้าหวานให้กลายเป็นน้้าผึ้งขณะก้าลังบินกลับรังแล้วคายออกมาเก็บไว้ใน

หลอดรวง ผ่านการระเหยน้้าโดยผึ้งช่วยกันกระพือปีกไล่ความชื้น จนน้้าผึ้งในหลอดรวงนั้นมีความชื้น

น้อยกว่า 20 % จึงปิดฝาหลอดรวง จัดเป็นน้้าผึ้งที่มีคุณภาพตามเกณฑ์มาตรฐาน คุณประโยชน์ของ

น้้าผึ้งพบว่า ในน้้าผึ้งมีสารต้านอนุมูลอิสระ เช่นเดียวกับที่มีในผักใบเขียว และยังมีวิตามินบี ซี 

ฟอสฟอรัส แคลเซียม เกลือแร่ และกรดอะมิโน จึงถูกน้ามาใช้ประโยชน์ทั้งในรูปแบบของการบริโภค

สดโดยไม่ผ่านแปรรูป หรือน้ามาเป็นส่วนประกอบของสินค้าในอุตสาหกรรมประเภทต่าง ๆ เช่นยา

แผนโบราณ เครื่องส้าอาง เครื่องดื่ม รวมทั้งการน้ามาใช้สมานแผลในวงการแพทย์ปัจจุบัน เนื่องจาก

น้้าผึ้งมีความสามารถในการท้าลายหรือยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียได้เป็นอย่างดี [1] ประเทศ

ไทยมีการเลี้ยงผึ้งอยู่ทั่วทุกภาค แต่แหล่งเลี้ยงผึ้งที่ส้าคัญจะอยู่ในภาคเหนือ น้้าผึ้งเป็นผลผลิตหลักจาก

อุตสาหกรรมเลี้ยงผึ้งสามารถผลิตได้มากกว่า 10,000 ตันต่อปี นอกจากนี้ยังมีผลิตภัณฑ์จากผึ้งอ่ืนๆ

อีกได้แก่ เกสรผึ้ง (Bee Pollen) พรอพอลิส (Propolis) นมผึ้ง (Royal jelly) และ ไขผึ้ง (Beeswax) 

ถึงแม้ว่าประเทศไทยจะมีก้าลังการผลิตน้้าผึ้งสูง แต่อย่างไรก็ตามน้้าผึ้งที่เกษตรกรผู้เลี้ยงผึ้งของ

ประเทศไทยผลิตนั้นยังมีปัญหา การขาดมาตรฐานการควบคุม โดยเฉพาะด้านคุณภาพ สุขอนามัย 

และการสร้างความปลอดภัยของผู้บริโภค เนื่องจากปัญหามีอยู่ว่าเกษตรกรมักใช้สารเคมีฉีดพ่นต้นไม้

เพ่ือก้าจัดศัตรูพืช ฉีดสารเคมีในรังผึ้งเพ่ือก้าจัดไรศัตรูผึ้ง หรือใช้ยาปฏิชีวนะกับผึ้งเพ่ือป้องกันผึ้งไม่ให้

เป็นโรคที่เกิดจากไรศัตรูผึ้ง ซึ่งสิ่งเหล่านี้ก่อให้เกิดสารเคมีหรือยาปฏิชีวนะตกค้างในน้้าผึ้งได้ [2, 3]  

เททราไซคลิน (TC) เป็นยาปฏิชีวนะที่อยู่ในกลุ่มยาปฏิชีวนะเททราไซคลิน (Tetracyclines; 

TCs) ออกฤทธิ์ต่อแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ รวมถึงไวรัสบางชนิดและพวกริกเกตเซีย จึงจัดอยู่

ในกลุ่มยาที่มีขอบเขตในการออกฤทธิ์กว้าง ท้าให้มีการน้ามาใช้กันอย่างแพร่หลายในการป้องกันและ

รักษาโรคติดเชื้อในสัตว์รวมถึงอุตสาหกรรมการเลี้ยงผึ้ง โดยกลไกการออกฤทธิ์จะไปขัดขวางการ

สังเคราะห์โปรตีนในเซลล์แบคทีเรีย โดยซึมผ่านเข้าไปในไซโทพลาซึม และมีการรวมตัวกับตัวรับทันที 
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โดยรวมตัวกับส่วน 30S ของไรโบโซมของแบคทีเรีย ท้าให้ขั้นตอนต่างๆ ในการกระบวนการ

สังเคราะห์โปรตีนในเซลล์แบคทีเรียหยุดชะงักลง อย่างไรก็ตามการใช้อย่างไม่ถูกต้องและต่อเนื่องเป็น

เวลานานก่อให้เกิดผลกระทบเป็นวงกว้างทั้งต่อตัวสัตว์ ผู้เลี้ยง ผู้บริโภค และสิ่งแวดล้อม ซึ่งปัญหาที่

เกิดขึ้นคือ สารปฏิชีวนะตกค้างในเนื้อสัตว์หรือผลิตภัณฑ์จากสัตว์และปัญหาเชื้อดื้อยา การเกิดการ

ตกค้างของสาร TCs ในผลิตภัณฑ์อาหารในระดับน้อยๆ จะไม่เกิดผลเฉียบพลันต่อผู้บริโภค แต่อาจท้า

ให้เกิดอันตรายต่อสุขภาพของผู้บริโภคได้ในระยะยาว ก่อให้เกิดความเสียหายในเชิงสุขภาพและ

เศรษฐกิจ จากปัญหาดังกล่าวท้าให้ในหลายประเทศรวมถึงประเทศไทย ตระหนักถึงมาตรฐานและ

ความปลอดภัยของผลิตภัณฑ์อาหาร จึงได้มีการก้าหนดระดับสารปฏิชีวนะ TC สูงสุดที่อนุญาตให้

ตรวจพบได้ในอาหาร (Maximum Residue Limits; MRLs) โครงการมาตรฐานอาหารระหว่าง

ประเทศ (Codex Alimentarius ) มีการก้าหนดค่า MRLs ส้าหรับ TCs ปริมาณสารตกค้าง TC สูงสุด 

ในผลิตภัณฑ์จากสัตว์ ได้แก่ กล้ามเนื้อ ตับ ไต ไข่ และน้้านม ไม่เกิน 200, 600 1,200 400 และ 100 

ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ส้าหรับประเทศไทยตามประกาศกระทรวงสาธารณะสุข มีการก้าหนดค่า MRLs 

ส้าหรับ TCs เช่นเดียวกับ Codex Alimentarius [4] และไม่อนุญาตให้ตรวจพบยาสัตว์ตกค้างในน้้าผึ้ง 

[5] แต่ในสหภาพยุโรป ค่า MRLs ส้าหรับ TCs ในกล้ามเนื้อ ตับ ไต ไข่และน้้านมเป็น 100, 300, 600, 

200 และ 100 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัมตามล้าดับ การตรวจสอบสารปฏิชีวนะตกค้าง TC ในผลิตภัณฑ์

อาหารมีหลายวิธี เช่น วิธีทางเคมีด้วยเครื่อง High Performance Liquid Chromatography 

(HPLC) และ Liquid Chromatography-Mass Spectrometry (LC-MS) เป็นต้น ซึ่งสามารถ

วิเคราะห์ปริมาณสารตกค้างได้อย่างถูกต้องและแม่นย้าสูง แต่ใช้ เวลาในการเตรียมตัวอย่างและการ

วิเคราะห์นาน นอกจากนี้เครื่องมือและอุปกรณ์มีราคาแพง รวมถึงต้องอาศัยผู้เชี่ยวชาญในการ

วิเคราะห์  

วิธีการทดสอบทางภูมิคุ้มกันวิทยาเป็นอีกหนึ่งวิธีที่นิยมน้ามาตรวจวิเคราะห์สารตกค้าง

ปฏิชีวนะ เช่น Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) โดยอาศัยหลักการเกิดปฏิกิริยา

ระหว่างแอนติเจนและแอนติบอดีบนพ้ืนผิวของแข็ง เป็นวิธีที่มีความจ้าเพาะสูง ถึงแม้ว่า ELISA จะ

เป็นเทคนิคที่ง่ายกว่าการตรวจด้วยวิธีทางเคมี แต่ก็มีข้อจ้ากัดในการน้าไปใช้ในการตรวจภาคสนาม  

อีกหนึ่งเทคนิคที่ในปัจจุบันนิยมใช้ คือ Immunochromatographic Assay (ICA) อาศัยหลักการ

เดียวกับเทคนิค ELISA แต่ปฏิกิริยาจะเกิดบนเมมเบรน เป็นเทคนิคที่ใช้เครื่องมือไม่ซับซ้อน ขั้นตอน

ไม่ยุ่งยาก นิยมใช้ตรวจคัดกรองตัวอย่างเบื้องต้นหรือติดตามการตกค้างของสารปฏิชีวนะในผลิตภัณฑ์
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อาหาร เนื่องจากเป็นเทคนิคที่ใช้เวลาอ่านผลได้รวดเร็ว ให้ผลในลักษณะเชิงคุณภาพหรือกึ่งปริมาณ 

ไม่ต้องใช้อุปกรณ์พิเศษ ไม่ต้องอาศัยความช้านาญ เกษตรกรหรือผู้ประกอบการสามารถน้าไปใช้ได้เอง 

เพ่ือตรวจคัดกรองเบื้องต้นรวมทั้งราคาของชุดทดสอบไม่แพง ทั้งนี้สถาบันวิจัยเทคโนโลยีชีวภาพและ

วิศวกรรมพันธุศาสตร์ได้ท้าการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อเททราไซคลินจากเซลล์ไฮบริมาเป็น

ผลส้าเร็จ [6] ดังนั้นในงานวิทยานิพนธ์นี้จะน้าโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ TC มาพัฒนาต่อเป็นแถบ

ทดสอบส้าหรับการตรวจหา TC ตกค้างในผลิตภัณฑ์อาหาร โดยเฉพาะน้้าผึ้ง ด้วยเทคนิค ICA แบบ

การไหลในแนวระนาบ (Lateral Flow Immunochromatographic Assay; LFIA) อาศัยหลักการ

เกิดปฏิกิริยาแบบแข่งขัน เนื่องจาก TC เป็นสารที่มีโมเลกุลขนาดเล็ก 

1.2 วัตถุระสงค์ของงานวิจัย 

1. เพ่ือหาภาวะที่เหมาะสมในการเตรียมแถบทดสอบเททราไซคลิน  

2. เพ่ือประเมินประสิทธิภาพของแถบทดสอบที่ได้ในการตรวจวัดเททราไซคลินในผลิตภัณฑ์

น้้าผึ้ง 

1.3 ขอบเขตของงานวิจัย 

1. ศึกษาและค้นคว้าข้อมูลงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

2. การเพ่ิมปริมาณโมโนโคลนอลแอนติบอดีและท้าให้บริสุทธิ์ 

3. การหาภาวะที่เหมาะสมในการเตรียมแถบทดสอบเททราไซคลิน 

4. การประเมินประสิทธิภาพของแถบทดสอบที่ได้กับตัวอย่างผลิตภัณฑ์น้้าผึ้ง 

5. วิเคราะห์ และสรุปผลการทดลอง เผยแพร่ผลงานวิจัย และเขียนวิทยานิพนธ์ 

1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

ได้แถบทดสอบต้นแบบที่สามารถตรวจสอบเททราไซคลินตกค้างในตัวอย่างผลิตภัณฑ์น้้าผึ้ง 

และสามารถน้าไปประยุกต์ใช้ในผลิตภัณฑ์อาหารอื่นๆ เช่น น้้านมหรือเนื้อสัตว์ได้ 



 
 

 

บทที ่2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

2.1 แนวคิดและทฤษฎี 

2.1.1 อุตสาหกรรมการเลี้ยงผึ้งในประเทศไทย 

การเลี้ยงผึ้ง นับวันจะมีความส้าคัญมากยิ่งขึ้นเนื่องจากผึ้งได้ถูกน้ามาใช้ประโยชน์ทั้ง

ทางตรงและทางอ้อม ซึ่งเกษตรกรสามารถน้ามาประกอบเป็นอาชีพเพ่ิมรายได้ให้กับครอบครัว เป็น

ประโยชน์ต่อการเพ่ิมผลผลิตพืชในทางการเกษตร เป็นผลิตภัณฑ์บ้ารุงสุขภาพร่างกาย ผลิตภัณฑ์

หลายชนิดถูกน้าไปใช้ในอุตสาหกรรมต่างๆ และเกิดผลิตภัณฑ์ต่อเนื่อง ตลอดจนมีการส่งออกน้า

รายได้เข้าประเทศจ้านวนมาก ในประเทศไทยมีการเลี้ยงอยู่ทั่วไปทุกภาค ในปี 2554 มีฟาร์มเลี้ยงผึ้ง

จ้านวน 1,100 ฟาร์ม ได้ผลผลิตน้้าผึ้งมากกว่า 10,000 ตัน นมผึ้ง (รอยัล เยลลี่) มากกว่า 200 ตัน 

และเกสรผึ้ง 100 ตัน ก่อให้เกิดอุตสาหกรรมที่ต่อเนื่อง คือ อุตสาหกรรมผลิตภัณฑ์ผึ้ง ซึ่งใช้บริโภค

ภายในและสามารถส่งออกไปต่างประเทศสร้างรายได้ให้กับผู้ประกอบอาชีพการเลี้ยงผึ้ง โดยเฉพาะ

น้้าผึ้ง จากเดิมท่ีประเทศไทยไม่มีการส่งออก จนในปัจจุบัน ปี 2554 มีการส่งออกมากกว่า 8 ,000 ตัน 

[7] 

น้้าผึ้ง คือน้้าหวานที่ผึ้งเก็บจากต่อมน้้าหวานของดอกไม้ หรือต้นไม้ ที่ผ่านขบวนการ

ย่อยภายในตัวผึ้ง แปรสภาพน้้าหวานให้กลายเป็นน้้าผึ้งขณะก้าลังบินกลับรังแล้วคายออกมาเก็บไว้ใน

หลอดรวง ผ่านการระหายน้้าโดยผึ้งช่วยกันกระพือปีกไล่ความชื้น จนน้้าผึ้งในหลอดรวงนั้นมีความชื้น

น้อยกว่า 20 % จึงปิดฝาหลอดรวง จัดเป็นน้้าผึ้งที่มีคุณภาพตามเกณฑ์มาตรฐาน คุณประโยชน์ของ

น้้าผึ้งพบว่า ในน้้าผึ้งมีสารต้านอนุมูลอิสระ เช่นเดียวกับที่มีในผักใบเขียว และยังมีวิตามินบี ซี 

ฟอสฟอรัส แคลเซียม เกลือแร่ และกรดอะมิโน จึงถูกน้ามาใช้ประโยชน์ทั้งในรูปแบบของการบริโภค

สดโดยไม่ผ่านการแปรรูป หรือน้ามาเป็นส่วนประกอบของสินค้าในอุตสาหกรรมประเภทต่าง ๆ เช่น

ยาแผนโบราณ เครื่องส้าอาง เครื่องดื่ม รวมทั้งการน้ามาใช้สมานแผลในวงการแพทย์ปัจจุบัน 

เนื่องจากน้้าผึ้งมีความสามารถในการท้าลายหรือยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียได้เป็นอย่างดี  

นอกจากนี้นี้ยังมีผลิตภัณฑ์จากผึ้งอ่ืนๆอีกได้แก่ เกสรผึ้ง (Bee Pollen) พรอพอลิส (Propolis) นมผึ้ง 
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(Royal jelly) และ ไขผึ้ง (Beeswax) [1]  

อุตสาหกรรมการเลี้ยงผึ้งมักประสบปัญหา โรคผึ้ง โดยเฉพาะโรคที่เกิดจากแบคทีเรีย 

เช่น โรคหนอนเน่าอเมริกัน (American Foulbrood Disease, AFB) และโรคหนอนเน่ายูโรเปียน 

(Europian Foulbrood Disease, EFB) เนื่องจากโรคเหล่านี้ก่อให้เกิดความเสียหายท้าให้ตัวอ่อนผึ้ง

ตาย อีกทั้งยังมีการแพร่ระบาดง่ายและรวดเร็วหากไม่มีการป้องกัน การแก้ ไขปัญหาการระบาดของ

โรคจะใช้วิธีบ้าบัดและควบคุมโรคในผึ้งที่เกิดจากจุลินทรีย์โดยใช้สารปฏิชีวนะเช่น TC ท้าให้มีสาร

ตกค้างอยู่ในน้้าผึ้ง ก่อให้เกิดปัญหาการกีดกันทางการค้า กระแสการต่อต้านการใช้สารปฏิชีวนะใน

การบ้าบัดและป้องกันโรคที่เกิดจากแบคทีเรียจึงเกิดขึ้น ขณะนี้ในประเทศผู้ซื้อผลิตภัณฑ์จากผึ้งยังได้

ตื่นตัวตรวจสอบสารดังกล่าวในน้้าผึ้งทั้งหมดที่น้าเข้าจากประเทศต่างๆรวมทั้งประเทศไทย [8] 

การเลี้ยงผึ้งเพ่ือเก็บน้้าผึ้งโดยทั่วไปเกษตรกรจะเลี้ยงผึ้งในรังผึ้งที่เตรียมไว้ส้าหรับ

เลี้ยงผึ้งเพื่อโดยเฉพาะ วิธีเลี้ยงเพียงแค่น้ารังผึ้งไปวางไว้ในที่ต่างๆ ที่มีพืชส้าหรับให้ผึ้งเก็บน้้าหวานมา

สะสมในรัง เช่น สวนล้าไยเป็นต้น แต่ปัญหามีอยู่ว่าเกษตรกรมักใช้สารเคมีฉีดพ่นต้นไม้เพ่ือก้าจัด

ศัตรูพืช ฉีดสารเคมีในรังผึ้งเพ่ือก้าจัดไรศัตรูผึ้ง หรือใช้ยาปฏิชีวนะกับผึ้งเพ่ือป้องกันผึ้งไม่ให้เป็นโรคที่

เกิดจากไรศัตรูผึ้ง ซึ่งสิ่งเหล่านี้ก่อให้เกิดสารเคมีหรือยาปฏิชีวนะตกค้างในน้้าผึ้งได้  ในปี 2551 มี

การศึกษาปริมาณยาปฏิชีวนะคลอแรมฟินีคอล และ TC ตกค้างในน้้าผึ้ง พบว่ามีการตกค้างของยา

ปฏิชีวนะคลอแรมฟินีคอล น้อยมากเพียง 3 ตัวอย่าง จาก 2,003 ตัวอย่าง ในขณะที่การตกค้างของยา

ปฏิชีวนะ TC มีมากถึง 195 ตัวอย่าง จาก 3,921 ตัวอย่าง [2, 3]  

2.1.2 ยาปฏิชีวนะเททราไซคลิน (Tetracycline; TC) 

ยาปฏิชีวนะกลุ่มเททราไซคลิน (Tetracyclines; TCs) ถูกใช้กันอย่างแพร่หลายใน

สัตว์ได้แก่ ยาคลอเททราไซคลิน (Chlortetracycline; CTC) ซึ่งเป็นยาตัวแรกในกลุ่มเททราไซคลินที่

ถูกค้นพบในปี พ.ศ. 2491 ผลิตจากเชื้อ Streptomyces aureofaciens และยาตัวต่อมาที่ถูกค้นพบ

คือ ออกซีเททราไซคลิน (Oxytetracycline; OTC) ผลิตจากเชื้อ Streptomyces rimosus ในปี พ.ศ. 

2493 และในปี พ.ศ. 2495 ยาเททราไซคลิน (Tetracycline; TC) ถูกผลิตขึ้นในรูปยากึ่งสังเคราะห์ซึ่ง

เตรียมได้จากยาคลอเททราไซคลิน ในปัจจุบันได้มีการผลิตยาในกลุ่มนี้ตัวใหม่ขึ้นมาใช้อีกหลายตัว ได

แก่ ดอกซีไซคลิน (Doxycycline; DOX) ดีมีคลอไซคลิน (Demechlocycline; DMC) เมธาไซคลิน 

(Methacycline; MC) และโรลิเททราไซคลิน (Rolitetracycline; RTC) 
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สารกลุ่ม TCs นิยมใช้รักษาโรคติดเชื้อในสัตว์ เพราะเป็นยาที่มีราคาถูก มีขอบเขตใน

การออกฤทธิ์กว้างท้าให้นิยมใช้ในกรณีติดเชื้อหลายๆตัวพร้อมกัน อีกทั้งวิธีในการให้ยาไม่ยุ่งยากและ

ให้ผลดี ในการรักษา สารกลุ่มTCs ใช้ได้ผลดีกับแบคทีเรียพวก beta hemolytic Streptococci, 

nonhemohemolytic Streptococci, Clostridia, Brucella hemophilus และ Klebsiella 

นอกจากนี้ยังให้ผลดีปานกลางกับแบคทีเรียพวก Corynebacterium, E. coli, Salmonella และ 

Bacillus antracis [9] 

2.1.3 สมบัติทางเคมีของสารกลุ่ม TCs 

สารกลุ่ม TCs มีสูตรโครงสร้างหลักดังแสดงในตารางที่ 2.1 ซึ่งลักษณะของสารกลุ่ม

TCs เป็นผลึกสีเหลือง รสขม และละลายน้้าได้จ้ากัดที่ pH เท่ากับ 7 ยากลุ่มนี้มีฤทธิ์สูงที่ pH 5.5–6 

ภายใต้อุณหภูมิและ pH ที่ไม่เหมาะสมสารกลุ่ม TCs จะเกิดการสลายตัว นอกจากนี้สารกลุ่ม TCs 

สามารถรวมตัวกับไอออนของพวกไดวาเลนท์ ที่ต้าแหน่ง C–11 และ C–12 รวมเป็นสารประกอบที่ไม่

ละลายน้้า ถ้าสารกลุ่ม TCs เกิดการรวมตัวกับไอออนก่อนที่จะเกิดการสลายตัวในกระเพาะอาหาร ยา

จะไม่มีการดูดซึมเข้ากระแสโลหิตเลย ดังนั้นการผลิตยาในสารกลุ่ม TCs จึงต้องเตรียมให้อยู่ในรูปของ

เกลือหรือในรูปอื่นๆ ทีจะท้าให้ยาไม่สามารถไปรวมตัวกับพวกโลหะ  
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ตารางที่ 2.1 โครงสร้างของสารกลุ่ม TCs 

 

 

R5

OH

OH O

R1 R4 N
CH3CH3

H

OOOH
OH

R3R2

 

โครงสร้างหลักของสารกลุ่ม TCs 

สาร R1 R2 R3 R4 R5 โครงสร้าง 

เททราไซคลิน 

(TC) 
H OH CH3 H NH2 

NH2

OH
CH3OH

N
CH3CH3

OO
OH

OHOOH

H
H H

 

คลอเททราไซคลิน 

(CTC) 
Cl OH CH3 H NH2 

NH2

OH
CH3OH

N
CH3CH3

OO
OH

OHOOH

H
Cl H

 

ออกซีเททราไซคลิน 

(OTC) 
H OH CH3 OH NH2 

NH2

OH
CH3OH

N
CH3CH3

OO
OH

OHOOH

H
H OH

 

ดอกซีไซคลิน 

(DOX) 
H H CH3 OH NH2 

NH2

OH
CH3H

N
CH3CH3

OO
OH

OHOOH

H
H OH

 

โรลิเททราไซคลิน 

(RTC) 
H CH3 OH H 

NH2 N  NH

OH
OHCH3

N
CH3CH3

OO
OH

OHOOH

H
H OH

N

 



 
 

 

8  

2.1.4 กลไกการออกฤทธิ์ของสารกลุ่มTCs 

สารกลุ่ม TCs มีคุณสมบัติที่สามารถรวมตัวกับ DNA โปรตีนโพลีนิวคลีโอไทด์ RNA 

และส่วนไรโบโซม ซึ่งส่วนใหญ่จะเกิดที่ส่วน 30S ซับยูนิตของไรโบโชมในแบคทีเรียที่ต้าแหน่ง A site 

มีผลท้าให้ aminoacyl–tRNA ไม่สามารถเข้าไปรวมตัว ที่ต้าแหน่ง A site ได้ นอกจากนี้ยังมีฤทธิ์

รวมตัวกับเอนไซม์ GTPase ท้าให้เอนไซม์ไม่สามารถไปรวมตัวกับ aminoacyl–tRNA ที่ A site ของ

ไรโบโชม นอกจากนี้ยังพบว่ายาถ้ามีปริมาณสูงจะขัดขวางการสังเคราะห์โปรตีนในเซลล์สัตว์เลี้ยงลูก

ด้วยนมทุกชนิด ท้าให้มีผลต่อระบบการท้างานต่างๆในร่างกาย 

2.1.5 อันตรายของสารตกค้าง TC 

การเกิดการตกค้างของสารกลุ่ม TCs ในผลิตภัณฑ์อาหารในระดับน้อยกว่า 1 

มิลลิกรัมต่อลิตร จะไม่เกิดผลเฉียบพลันต่อผู้บริโภค แต่ปริมาณที่ตกค้างอาจท้าให้เกิดอันตรายต่อ

สุขภาพของผู้บริโภคได้ในระยะยาว เนื่องจากการที่สารตกค้างในเนื้อสัตว์ และผลิตภัณฑ์จากสัตว์ ที่

บริโภคเข้าไปมีปริมาณน้อยไม่ถึงขนาดที่ในในการรักษา จึงไม่ท้าให้เชื้อโรคในร่างกายตาย แต่จะท้าให้

เชื้อโรคนั้นเกิดการดื้อยา แต่ถ้าตรวจพบในระดับสูงเกินกว่าที่อนุญาตให้ตรวจพบได้ในอาหาร อาจท้า

ให้เกิดอันตรายต่อร่างการของผู้บริโภคได้ [10] ยากลุ่มนี้สามารถส่งผ่านทางรกถ้าได้รับในขณะ

ตั้งครรภ์ จะส่งผลถึงฟันของทารกท้าให้ฟันมีสีน้้าตาล นอกจากนั้นยังส่งผลเรื้อรัง ในความเป็นพิษต่อ

ไต ความเป็นพิษต่อตับ และท้าให้ผิวหนังเกิดอาการแพ้ แสบไหม้ ในบริเวณที่ถูกแสงอาทิตย์ เป็นต้น 

[11]  

2.1.6 มาตรฐานสารตกค้าง TCs 

จากอันตรายของสารตกค้าง TCs ท้าให้ในหลายประเทศรวมถึงประเทศไทย 

ตระหนักถึงมาตรฐานและความปลอดภัยของผลิตภัณฑ์อาหาร จึงได้มีการก้าหนดระดับสารปฏิชีวนะ

กลุ่ม TCs สูงสุดที่อนุญาตให้ตรวจพบได้ในอาหาร (Maximum Residue Limits; MRLs) ดังแสดงใน

ตารางที่ 2.2 
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ตารางที่ 2.2 ระดับสารปฏิชีวนะกลุ่ม TCs สูงสุดที่อนุญาตให้ตรวจพบได้ในอาหาร (Maximum 

Residue Limits; MRLs) 

ผลิตภัณฑ์อาหาร 
MRLs (µg/kg) 

Codex1 EU1 US.FDA1 Canada1 Japan1 THA1 

กล้ามเนื้อ 200 100 2,000 200 200 200 

ตับ 600 300 6,000 600 600 600 

ไต 1,200 600 12,000 1,200 1,000 1,200 

ไข่ 400 200 - - 400 400 

น้้านม 100 100 300 100 100 100 

น้้าผึ้ง - - - 3002 300 - 

หมายเหตุ: 1. ผลรวม TCs (TC, CTC, OTC) 

 2. OTC 

ที่มา: [4, 12-16] 

2.2 วิธีการตรวจวิเคราะห์สารตกค้าง TC  

2.2.1 วิธีทางเคมี  

วิธีทางเคมีที่นิยมใช้ในการตรวจสารตกค้าง TC คือการตรวจวิเคราะห์ด้วยเครื่อง 

High Performance Liquid Chromatography (HPLC) และ Liquid Chromatography–Mass 

Spectrometry (LC–MS) ดังแสดงในตารางที่ 2.3 ซึ่งสามารถวิเคราะห์ทั้งในเชิงคุณภาพและเชิง

ปริมาณ สามารถตรวจสารตกค้างได้อย่างถูกต้องและแม่นย้าสูง แต่ใช้เวลาในการเตรียมตัวอย่างและ

การวิเคราะห์นาน นอกจากนี้เครื่องมือและอุปกรณ์มีราคาแพง รวมถึงต้องอาศัยผู้เชี่ยวชาญในการ

วิเคราะห์ และมีข้อจ้ากัดในการน้าไปใช้ในการตรวจภาคสนามเพ่ือตรวจติดตาม  หรือตรวจคัดกรอง

เบื้องต้น 
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ตารางที่ 2.3 วิธีการตรวจวิเคราะห์สารตกค้าง TC ด้วยวิธีทางเคมี 

เทคนิค ค่า LOD* (µg/kg) ตัวอย่าง เอกสารอ้างอิง 

UPLC–ESI–MS/MS 0.24 น้้าผึ้ง [17] 

LC–MS/MS 10 น้้าผึ้ง [18] 

HPLC–FD 8 น้้าผึ้ง [19] 

HPLC–FLD 0.29 น้้าผึ้ง [20] 

หมายเหตุ : * ค่า LOD คือ Limit of detection 

UPLC–ESI–MS/MS; ultra–performance liquid chromatography electrospray 

ionization tandem mass spectrometry, FD และ FLD; fluorescence 

detection 

2.2.2 วิธีทางภูมิคุ้มกันวิทยา 

วิธีการทดสอบทางภูมิคุ้มกันวิทยาเป็นอีกหนึ่งวิธีที่นิยมน้ามาตรวจวิเคราะห์สาร

ตกค้างปฏิชีวนะ เช่น Enzyme-linked immunosorbent Assay (ELISA) โดยอาศัยหลักการ

เกิดปฏิกิริยาระหว่างแอนติเจนและแอนติบอดีบนพ้ืนผิวของแข็ง เป็นวิธีที่มีความจ้าเพาะสูง ถึงแม้ว่า 

ELISA จะเป็นเทคนิคที่ง่ายกว่าการตรวจด้วยวิธีทางเคมี แต่ก็มีข้อจ้ากัดในการน้าไปใช้ในการตรวจ

ภาคสนาม อีกหนึ่งเทคนิคที่ในปัจจุบันนิยมใช้ คือ Immunochromatographic assay (ICA) อาศัย

หลักการเดียวกับเทคนิค ELISA แต่ปฏิกิริยาจะเกิดบนเมมเบรน เป็นเทคนิคที่ใช้เครื่องมือไม่ซับซ้อน 

ขั้นตอนไม่ยุ่งยาก ไม่ต้องอาศัยความช้านาญ เกษตรกรหรือผู้ประกอบการสามารถน้าไปใช้ได้เอง เพ่ือ

ตรวจคัดกรองเบื้องต้นรวมทั้งราคาของชุดทดสอบไม่แพง นิยมใช้ในการคัดกรองเบื้องต้น โดยรายงาน

ผลการตรวจในลักษณะเชิงคุณภาพ (Qualitative) และก่ึงปริมาณ (Semi–quantitative) [21] 

2.3 แอนติเจน (Antigen; Ag) 

แอนติเจน (antigens) เป็นโมเลกุลของสารที่เป็นสิ่งแปลกปลอมส้าหรับร่างกาย เมื่อร่างกาย

ได้รับแอนติเจน ร่างกายจะสร้างภูมิคุมกันขึ้นมาต่อต้าน แอนติเจนทุกตัวไม่ได้มีคุณสมบัติหรือ

ประสิทธิภาพในการกระตุ้นภูมิคุ้มกัน ( immunogen) โดยเฉพาะแอนติเจนที่มีโมเลกุลขนาดเล็กๆ 
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หรือเรียกว่า hapten โดย hapten จะเป็นแอนติเจนที่มีคุณสมบัติในการกระตุ้นภูมิคุ้มกันได้เมื่อการ

เกาะรวมตัวกับโมเลกุลตัวพา (carrier) ซึ่งได้แก่ โปรตีน [22] 

2.4 แอนติบอดี (Antibody; Ab) 

แอนติบอดีหรืออิมมูโนโกลบูลิน (immunoglobulin; Ig) ถูกผลิตจาก บีเซลล์ (B–Cells) โดย

บีเซลล์พบได้ในม้าม ต่อมน้้าเหลือง ไขกระดูก และเพเยอร์แพทซ์ ส่วนในกระแสเลือดมีเล็กน้อย

เท่านั้น หน้าที่ของแอนติบอดีคือยึดเกาะแอนติเจน โดยจะคู่สมกับแอนติเจนิกดีเทอร์มีแนนท์ ทั้งสอง

บริเวณมีลักษณะรูปร่างคล้ายกันมาก เมื่อแอนนติบอดียึดเกาะกับแอนติเจนเป้าหมายแล้ว จะท้าหน้า

ได้หลายลักษณะ เช่น การกระตุ้นคอมพลีเมนท์ การอักเสบ นิวทรัลไลเซชัน เป็นต้น 

โครงร้างของพ้ืนฐานของแอนติบอดีเป็นเพปไทด์ 4 สาย โดยมีสายยาวเหมือนกัน 2 สาย

เรียกว่า heavy chain และมีสายสั้นเหมือนกันอีก 2 สาย เรียกว่า light chain มีพันธะไดซัลไฟด์ ซึ่ง

เป็นพันธะโควาเลนซ์ ระหว่างอะตอมของก้ามะถันในกรดอะมิโนเชื่อม ligh chain และ heavy chain 

ท้าให้แอนติบอดีมีลักษณะคล้ายอักษร Y ประกอบด้วย 3 ส่วน คือ สเต็ม (stem) 1 ส่วน แขน (arm) 

2 ส่วน และ ฮินจ์ (hinge) (ภาพท่ี 2.1) 

ภาพที่ 2.1 โครงสร้างของแอนติบอดี (ดัดแปลงมาจาก [22]) 
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แอนติบอดีแบ่งออกได้เป็น 5 ชนิด ตามชนิดของแอนติเจนแปลกปลอม และหน้าที่ของ

แอนติบอดี ดังนี้ IgG, IgM, IgA, IgE และ IgD ซึ่งแต่ละชนิดจะมีหน้าที่แตกต่างกันออกไปตามระบบ

ภูมิคุมกัน ประเภทของแอนติบอดีอาจแบ่งออกได้เป็น 2 ประเภท คือโพลีโคลนอลแอนติบอดี 

(Polyclonal antibody; PAb) และโมโนโคลนอลแอนติบอดี (Monoclonal antibody; MAb) โดย 

PAb ประกอบด้วยกลุ่มโมเลกุลของแอนติบอดีที่มีความหลากหลายในการจับกับส่วนต่างๆของ

แอนติเจน มากกว่า 1 อิพิโทป โดยแต่ละโมเลกุลของ PAb มีโครงสร้างในส่วน variable region ที่

แตกต่างกัน จึงมีความเฉพาะเจาะจง และความสามารถในการจับกับ antigen ได้แตกต่าง ส่วน MAb 

เป็นโมเลกุลของแอนติบอดีเพียงชนิดเดียว มีส่วนโครงสร้างที่ท้าหน้าที่ในการจับกับอิพิโทปเพียง 1 

ต้าแหน่งบนแอนติเจน โดยความแตกต่างระหว่างแอนติบอดีท้ัง 2 ชนิด ดังแสดงในตารางที่ 2.4 

ตารางที่ 2.4 คุณสมบัติและข้อจ้ากัดในการผลิตระหว่าง PAb และ Mab 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

คุณสมบัติ โพลิโคลนอลแอนติบอดี โมโนโคลนอลแอนติบอดี 
ความจ้าเพาะ 
(specificity) 

ความจ้าเพาะต่้าอาจเกิดการท้า
ปฏิกิริยากับสารอ่ืนๆได้ 

ความจ้าเพาะสูงเนื่องจาก 
จ้าเพาะต่ออิพิโทปเดียวเท่านั้น 

สัมพรรคภาพ (affinity) จับไดหลายอิพิโทปต่อแอนติเจน จับไดอิพิโทปเดียว 
ความเข้มข้นแอนติบอดี
ที่ผลิตได้ 

ประมาณ 1 mg/ml  
 

ประมาณ 100–200 µg/ml เมื่อ
เลี้ยงในถังปฏิกรณ์แบบปั่นกวน 

ปริมาณที่ผลิตได้ ประมาณ 100 ml จากซีรัม่ของ 
กระต่าย 

ปริมาณไมจ้ากัด 

ความบริสุทธิ์ของ
แอนติบอดีที่ผลิต 

ขึ้นอยู่กับแอนติเจนที่ใช้กระตุ้น 
จึงจ้าเป็นต้องท้าให้บริสุทธิ์ 

จ้าเพาะกับอิพิโทปเดียว จึงไม่ 
ต้องท้าให้บริสุทธิ์ 

เวลาที่ใช้ในการผลิต ไมเ่กิน 6 สัปดาห์ อย่างน้อย 4 เดือน 
ต้นทุนในการผลิต ต้่า สูง โดยเฉพาะในเวลาเริ่มต้น 
ข้อดีหลัก ต้นทุนต่้า 

ง่ายต่อการผลิต 
มีความจ้าเพาะสูง 
ผลิตได้ไม่จ้ากัด 

ข้อเสียหลัก คุณภาพแอนติบอดีในแต่ละครั้ง 
ไมเ่หมือนกัน 

เสียเวลาและแรงงานในการ 
ผลิตมาก 

ที่มา: [23] 
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2.5 หลักการของแถบทดสอบ รูปแบบการไหลในแนวระนาบ (Lateral Flow Immunochro–

matographic Assay; LFIA) 

แถบทดสอบ Immunochromatographic assay (ICA) รูปแบบการไหลในแนวระนาบ 

(Lateral Flow Immunochromatographic Assay; LFIA) หรือ Test strip เป็นการน้าเทคนิคโคร

มาโทกราฟีมาใช้ร่วมกับเทคนิคทางภูมิคุมกันวิทยา เทคนิคนี้มีข้อดีหลายอย่างเมื่อเทียบกับวิธีการ

ตรวจหาทั่วไปดังแสดงในภาพที่ 2.2 หลักการของแถบทดสอบ มีลักษณะคล้ายกับ ELISA โดยอาศัย

ปฏิกิริยาระหว่างแอนติบอดี และแอนติเจนบนไนโตรเซลลูโลส แถบทดสอบถูกประยุกต์ใช้ครั้งแรกใน

การท้าแถบทดสอบการตั้งครรภ์ การวิเคราะห์ผลสามารถท้าได้รวดเร็วโดยการใช้สายตา ปัจจุบันแถบ

ทดสอบถูกน้ามาประยุกต์ในหลายสาขาเช่น การตรวจวินิจฉัยโรคในสัตว์ การตรวจติดตามสิ่ง

แปลกปลอมในอาหาร และสิ่งแวดล้อม เป็นต้น [21, 24]  
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ภาพที่ 2.2 แสดงข้อเด่นและข้อด้อยของแถบทดสอบ (ดัดแปลงมาจาก [25]) 

 

Strengths 

• One-step assay, no washing step necessary 

• Fast and low cost, low sample volume 

• Qualitative (on/off) or semi–quantitative results 

• Relatively development time short brings applications faster to the market 

• Simple test procedure 

• Applications at point of care/need 

• Proteins, haptens and nucleic acid amplicons can be detected 

• Individual tests or sometimes array format for batchwise mid-throughput 
screening 

• Long shelf life without the need to refrigerate, larger batches can be 
prepared in advance 

• For fluid sample, pretreatment is often not necessary 

Weaknesses 

• One-step assay, no washing step possible 

• Inaccurate sample volume reduces precision 

• Restriction on total volume in test gives a limit on sensitivity 

• No possibility to enhance the response by enzyme reaction 

• Good antibody preparation is obligatory 

• Analysis time is dependent on nature of sample i.e. viscosity 

• Obstruction of pores due to matrix components 

• Sample pretreatment is needed for non-fluid sample  
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2.5.1 รปูแบบของแถบทสอบ 

โดยทั่วไปส่วนประกอบหลักของแถบทดสอบจะประกอบด้วย 5 ส่วน ซึ่งแต่ละส่วน

จะมีหน้าที่แตกต่างกันดังแสดงในภาพที่ 2.3 

แผ่นรับตัวอย่าง (Sample pad) ท้าหน้าที่รับและกรองสารตัวอย่าง 

แผ่นตรึงแอนติบอดีที่ติดฉลากกับสารที่ใช้ตรวจสอบ (Conjugate pad) เป็นส่วนที่

ใช้ตรึงแอนติบอดีท่ีติดฉลากด้วยสารที่ใช้ตรวจสอบ (Detector reagent) 

แผ่นวิเคราะห์ตัวอย่าง (Analytical pad) เป็นบริเวณที่ใช้ในการเกิดปฏิกิริยา 

ประกอบด้วยเส้น 2 เส้น คือ เส้นทดสอบ (Test line; T–line) และเส้นควบคุม (Control line; C–

line) 

แผ่นดูดซับตัวอย่าง (Absorbent pad) ท้าหน้าดูดซับตัวอย่างส่วนเกิน ที่เหลือจาก

การเกิดปฏิกิริยาจาก Analytical pad 

แผ่นรองพลาสติก (Plastic backing card) ท้าหน้าที่ยึดส่วนประกอบของแถบ

ทดสอบ 

 

ภาพที่ 2.3 แสดงส่วนประกอบของแถบทดสอบ 

 

แผ่นรองพลาสติก 
(Plastic backing card) 

แผ่นรับตัวอย่าง
(Sample pad) 

เส้นควบคุม  
(C–line) 

แผ่นวิเคราะห์ตัวอย่าง
(Analytical pad) 

แผ่นดูดซับตัวอย่าง 
(Absorbent pad) 

แผ่นตรึง Ab–Detector reagent 
(Conjugate pad) 

เส้นทดสอบ  
(T–line) 

ทิศทางการไหล 
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รูปแบบของแถบทดสอบแบ่งออกเป็น 2 รูปแบบ ตามขนาดของสารที่ต้องการ

ทดสอบ (Analyte) ถ้าสารที่ต้องการทดสอบมีขนาดเล็กรูปแบบที่เหมาะสมคือ รูปแบบแข่งขัน 

(Competitive assay format) ในขณะที่สารที่ต้องการทดสอบมีขนาดใหญ่รูปแบบที่เหมาะสมคือ 

รูปแบบแซนด์วิช (Sandwich assay format). [26] 

2.5.1.1 รูปแบบแข่งขัน (Competitive assay format) 

แถบทดสอบรูปแบบแข่งขันเหมาะส้าหรับตรวจสารที่มีโมเลกุลขนาดเล็ก 

หรือสารที่มีอิพิโทปเดียว องค์ประกอบของแถบทดสอบของรูปแบบแข่งขัน แสดงดังภาพที่ 2.4 ก. 

หลักการของแถบทดสอบรูปแบบแข่งขัน (ภาพที่ 2.4 ข.) เมื่อตัวอย่างถูกหยดลงบน Sample pad

ตัวอย่างจะเคลื่อนที่ผ่าน Conjugate pad ที่มีการตรึงด้วยแอนติบอดีกับสารที่ใช้ตรวจสอบ 

(Detector reagent) ที่นิยมใช้คืออนุภาคทอง ในกรณีผลบวก จะปรากฏแถบสีแถบเดียว ที่บริเวณ 

C–line คือในตัวอย่างมีสารที่ต้องการทดสอบ (Analyte) โดยสารในตัวอย่าง และสารที่ตรึงบริเวณ

เส้นทดสอบจะแข่งขันแย่งกันจับ Ab–Colloidal gold และเคลื่อนที่ผ่าน T–line โดยไม่จับกับสารที่

ถูกตรึงบน T–line เนื่องจากสารในตัวอย่างแย่งจับกับ Ab–Colloidal gold หมดแล้วจึงไม่เหลือ

แอนติบอดีให้จับสารที่ถูกตรึงบน T–line จึงไม่ปรากฏแถบสี จากนั้นสารที่จับกับ Ab–Colloidal 

gold จะเคลื่อนที่ผ่าน T–line ไปยัง C–line และจะถูกจับด้วยแอนติบอดีที่มีความจ้าเพาะกับ

แอนติบอดีที่เชื่อมติดกับอนุภาคทอง และปรากฏแถบสีที่ C–line ในกรณีผลลบ คือในตัวอย่างไม่มี

สารที่ต้องการทดสอบ Ab–Colloidal gold จะเคลื่อนที่ผ่าน Analytical pad และจับกับสารที่ถูก

ตรึงบน T–line เนื่องสารที่ตรึงบน T–line เป็นสารชนิดเดียวกันกับสารที่ต้องการทดสอบ จากนั้น 

Ab–Colloidal gold จะเคลื่อนที่ผ่าน T–line ไปยัง C–line และถูกจับด้วยแอนติบอดีที่มี

ความจ้าเพาะกับแอนติบอดีที่เชื่อมติดกับอนุภาคทอง และปรากฏแถบสีที่ C–line ในกรณีที่แถบ

ทดสอบปรากฏแถบสีแถบเดียวที่บริเวณ T–line หรือ ไม่ปรากฏแถบสีเลย แสดงว่าแถบทดสอบมี

ปัญหาไม่สามารถแปรผลได้เนื่องจากหลายสาเหตุเช่น T–line C–line หรือ Ab–Colloidal gold มี

การเสื่อมสภาพ เป็นต้น ดังแสดงในภาพที่ 2.4 ค  
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ทิศทางการไหล 

            
    

    

สารที่ต้องการทดสอบ 
(analyte) 

แอนติบอดี 
ติดฉลากกับอนุภาคทอง 
(Ab–Colloidal gold) 

สารที่ต้องการทดสอบ 
(แอนติเจน) 

แอนติบอดีที่จ าเพาะ
กับแอนติบอดีที่เชื่อม
ติดกับอนุภาคทอง 

(ก) 

 

 

 

 

 

 

 
ภาพที่ 2.4 (ก) ส่วนประกอบของแถบทดสอบรูปแบบแข่งขัน (ข) หลักการท้างาน และ (ค) รูปแบบ

การแปรผลของรูปแบบแข่งขัน 
 
 

T C T C 

ผลลบ ผลบวก 
(ข) 

 

ผลบวก 

ผลลบ 

ไม่สามารถแปรผลได้ 

(ค) T C 
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2.5.1.2 รูปแบบแซนด์วิช (Sandwich assay format) 

แถบทดสอบรูปแบบแซนด์วิชเหมาะส้าหรับตรวจสารที่มีโมเลกุลขนาดใหญ่ 

หรือสารที่มีอิพิโทปมากกว่า 1 อิพิโทป องค์ประกอบของแถบทดสอบของรูปแบบแซนด์วิช แสดงดัง

ภาพที่ 2.5 ก. หลักการของแถบทดสอบรูปแบบแซนด์วิช (ภาพที่ 2.5 ข.) เมื่อตัวอย่างถูกหยดลงบน 

Sample pad ตัวอย่างจะเคลื่อนที่ผ่าน Conjugate pad ทีมีการตรึงด้วยแอนติบอดีกับสารที่ใช้

ตรวจสอบ (Detector reagent) ที่นิยมใช้คืออนุภาคทอง ในกรณีผลบวก จะปรากฏแถบสี 2 แถบ 

บริเวณ T–line และ และ C–line คือในตัวอย่างมีสารที่ต้องการทดสอบ (Analyte) สารจะจับกับ

แอนติบอดีตัวที่ 1 ที่ติดฉลากกับอนุภาคทอง (1st Ab–Colloidal gold) และเคลื่อนที่ผ่าน 

Analytical pad โดยสารที่ติดอยู่กับ 1st Ab–Colloidal gold จะถูกแอนติบอดีตัวที่ 2 (2nd 

Antibody) ที่ตรึงอยู่บริเวณ T–line จับกับอิพิโทปที่เหลืออยู่ ปรากฏเป็นแถบสีที่บริเวณ T–line และ 

1st Ab–Colloidal gold ส่วนที่เหลือ จะเคลื่อนที่ผ่าน T–line ไปยัง C–line และจะถูกจับด้วย

แอนติบอดีที่มีความจ้าเพาะกับแอนติบอดีที่เชื่อมติดกับอนุภาคทอง และปรากฏแถบสีที่ C–line ใน

กรณีผลลบ จะปรากฏแถบสีแถบเดียว ที่บริเวณ C–line คือในตัวอย่างไม่มีสารที่ต้องการทดสอบ 1st 

MAb–Colloidal gold จะเคลื่อนที่ผ่าน 2nd Antibody ที่ตรึงอยู่บริเวณ T–line และไม่เกิดสีขึ้น

บริเวณ C–line จากนั้น 1st Ab–Colloidal gold จะเคลื่อนที่ผ่าน T–line ไปยัง C–line และจะถูก

จับด้วยแอนติบอดีที่มีความจ้าเพาะกับแอนติบอดีที่เชื่อมติดกับอนุภาคทอง และปรากฏแถบสีที่

บริเวณ C–line ในกรณีที่แถบทดสอบปรากฏแถบสีแถบเดียวที่บริเวณ T–line หรือ ไม่ปรากฏแถบสี

เลย แสดงว่าแถบทดสอบมีปัญหาไม่สามารถแปรผลได้เนื่องจากหลายสาเหตุเช่น T–line C–line หรือ 

1st Ab–Colloidal gold มีการเสื่อมสภาพ เป็นต้น ดังแสดงในภาพที่ 2.5 ค 
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ภาพที่ 2.5 (ก) ส่วนประกอบของแถบทดสอบรูปแบบแซนด์วิช (ข) หลักการท้างาน และ (ค) รูปแบบ
การแปรผลของรูปแบบแซนด์วิช 

 

 

(ข) 

T   C T   C 

ผลลบ ผลบวก 

            

    
                

            
    

    
            

(ก) 
ทิศทางการไหล 

สารที่ต้องการทดสอบ 
(analyte) 

แอนติบอดีตัวที่ 2 
(2nd Antibody) 

แอนติบอดีที่จ าเพาะ
กับแอนติบอดีที่เชื่อม
ติดกับอนุภาคทอง 

แอนติบอดีตัวที่ 1 
ติดฉลากกับอนุภาคทอง 
(1st Ab–Colloidal gold) 

 

ผลบวก 

ผลลบ 

ไม่สามารถแปรผลได้ 

(ค) T C 
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2.6 วัสดุเมมเบรนส าหรับแถบทดสอบ (Membrane materials) 

เมมเบรนที่ใช้ส้าหรับแถบทดสอบเป็นอีกส่วนหนึ่งที่ส้าคัญของการท้าแถบทดสอบ การ

เลือกใช้ชนิดของวัสดุเมมเบรนส้าหรับประกอบแถบทดสอบขึ้นอยู่กับหลายปัจจัยเช่น อัตราการไหล 

(Capillary flow rate) ความหนาของวัสดุ ลักษณะพ้ืนผิว และขนาดรูพรุนของวัสดุ รวมถึงประเภท

ของตัวอย่างที่น้ามาทดสอบ ส่วนประกอบที่ใช้ส้าหรับแถบทดสอบประกอบด้วย 4 ส่วนหลักได้แก่ 

Sample pad, Conjugate pad, Analytical pad และ Absorbent pad  

สมบัติของวัสดุที่น้ามาใช้ท้า Sample pad ต้องมีอัตราการซึมผ่านของตัวอย่างที่สม่้าเสมอ 

ไม่จับกับสารที่ต้องการทดสอบ วัสดุที่นิยมน้ามาใช้ได้แก่ คอตตอน (cotton) และ แผ่นใยแก้ว (glass 

fiber) ซึ่งการเลือกใช้ขึ้นอยู่กับปริมาตรรวมถึงประเภทของตัวอย่าง 

Conjugate pad สมบัติของวัสดุที่น้ามาใช้ ต้องมีอัตราการไหลของสารที่ตรึงอย่างสม่้าเสมอ 

และไม่จับกับการสารที่ใช้ตรึงรวมถึงสารที่ต้องการทดสอบที่เคลื่อนที่ผ่านมาจาก Sample pad วัสดุที่

นิยมน้ามาใช้คือแผ่นใยแก้ว [27] 

Analytical pad ถือเป็นส่วนส้าคัญในการท้าแถบทดสอบ เนื่องจากเป็นบริเวณที่เกิด 

ปฏิกิริยา ซึ่งวัสดุที่น้ามาใช้ต้องต้องง่ายต่อการจับและตรึงโปรตีนบนเมมเบรน และต้องมีความ

เหมาะสมต่อการเคลื่อนที่ของสารตรวจสอบ (detector reagent) นอกจากนั้นความเร็วในการ

เคลื่อนที่บนเมมเบรนของสารตัวอย่าง และสารตรวจสอบต้องมีความเหมาะสม วัสดุส่วนใหญ่ที่น้าใช้

คือ ไนโตรเซลลูโลส เนื่องจากเป็นวัสดุที่มีรูพรุนหลายขนาด ตั้งแต่ 0.05 ถึง 12 ไมครอน (ตารางที่ 

2.5)นอกจากนั้นยั้งมีโพลิเมอร์ชนิดอ่ืนที่น้ามาใช้ เช่น ไนลอน polyethersulfone หรือ 

polyethylene เป็นต้น [28] 

ส้าหรับวัสดุที่น้ามาใช้ท้า Absorbent pad ต้องมีอัตราการดูดซับที่ดี เนื่องจากเป็นส่วน

สุดท้ายของแถบทดสอบท้าหน้าที่ดูดซับสารตัวอย่างที่เหลือจากการเกิดปฏิกิริยาบน Analytical pad 

วัสดุที่นิยมน้ามาใช้คือ คอตตอน (cotton) 
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ตารางที่ 2.5 สมบัติของไนโตรเซลลูโลสที่ใช้ส้าหรับแถบทดสอบ 

Grad Capillary rise 
(s/4cm) 

Total caliper 
(µm) Properties 

AE 98 160–210 120 
An unsupported membrane that gives 
good line intensity for use with low-
viscosity samples 

AE 99 120–160 120 
A general-purpose membrane for use with 
most sample types giving a good 
combination of sensitivity with fast wicking 

AE 100 90–120 120 A very fast wicking membrane for use with 
highly viscous samples 

ที่มา: [27] 

2.7 อนุภาคทอง (Colloidal gold) 

อนุภาคทองมีการใช้กันอย่างแพร่หลายส้าหรับเป็นตัวตรวจวัดชีวภาพ (biosensors) 

เนื่องจากสามารถสังเคราะห์ได้ง่าย ก้าหนดขนาดของอนุภาคได้ โดยใช้ปฏิกิริยาทางเคมี และขั้นตอน

การเชื่อมติดตัวตรวจวัดบนพ้ืนผิวของอนุภาคทองไม่ยุ่งยาก ลักษณะสีของอนุภาคทองสามารถวัดได้

ง่ายโดยการวัดดค่าดูดกลืนแสงเพื่อดูการเปลี่ยนแปลง (shift) ของความยาวคลื่นสูงสุด การสังเคราะห์

อนุภาคทองสามารถท้าได้หลายขนาด โดยการเพ่ิม หรือ ลด Au(3+) ในสารละลายที่มี reducing 

agent อนุภาคทองมีการน้าไปประยุกต์ใช้เป็นตัวตรวจวัดทางชีวภาพเพ่ือใช้ในการตรวจติดตาม แถบ

ทดสอบหรือ test strip เป็นอีกหนึ่งเทคนิคที่มีการน้าอนุภาคทองมาใช้ โดยแอนติบอดีนี้จะเชื่อมติด

บนพ้ืนผิวของอนุภาคทอง [29]  

วิธีการเชื่อมติดบนพ้ืนผิวอนุภาคทองกับแอนติบอดีหรือโมเลกุลอ่ืนๆ มี 2 วิธีคือ วิธีทาง

กายภาพ (Physical) และวิธีทางเคมี (Chemical) โดยวิธีทางกายภาพในการเชื่อมติดแอนติบอดีกับ

อนุภาคทองมี 3 รูปแบบ 

1) การเชื่อมติดด้วยประจุ (ionic attraction) โดยอาศัยระหว่างประจุบลบของอนุภาคทอง 

และประจุบวกของแอนติบอดี  

2) การเชื่อมติดด้วยแรงไฮโดรโฟบิก (hydrophobic attraction) ระหว่างแอนติบอดี และ

พ้ืนผิวของอนุภาคทอง  
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3) การเชื่อมติดด้วยแรงเดทีฟ (dative binding) หรือ พันธะโคออร์ดิเนตโควาเลนท์ โดย

อาศัยอิเล็กตรอนระหว่างอนุภาคทองกับแอนติบอดี ที่มีโมเลกลุของซัลเฟอร์  

วิธีทางเคมีในการเชื่อมติดระหว่างแอนติบอดีกับพ้ืนผิวของอนุภาคทองมีหลายวิธีด้วยกันเช่น 

การใช้เทคนิคการดูดซับทางเคมี (chemisorption) โดยผ่านทางอนุพันธ์ไทออล การใช้ตัวเชื่อมต่อ 

bifunctional เช่น EDC/NSH หรือการใช้ adapter molecules เช่น Streptavidin และไบโอติน 

เป็นต้น [30]  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2.6 แสดงการเชื่อมติดวิธีการเชื่อมติดบนพ้ืนผิวอนุภาคทองกับแอนติบอดีด้วยวิธีทางกายภาพ 

(ก) การเชื่อมติดด้วยประจุ (ionic attraction) (ข) การเชื่อมติดด้วยแรงไฮโดรโฟบิก

(hydrophobic attraction) และ (ค) การเชื่อมติดด้วยแรงเดทีฟ (dative binding ) [30] 

2.8 เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

ในปี 2011 ได้มีการพัฒนาชุดทดสอบ ELISA และ แถบทดสอบส้าหรับตรวจวัด คลอเททรา

ไซคลิน ในเนื้อสัตว์ โดยใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดี ชุดทดสอบ ELISA สามารถตรวจวัด คลอเททรา

ไซคลินในเนื้อไก่ และตับไก่ได้ต่้าสุดเท่ากับ 0.06 และ 0.07 นาโนกรัมต่อกรัมตามล้าดับ และมีค่า % 

recovery ในเนื้อไก่ และตับไก่เท่ากับ 78.8–92.2 % และ 80.3–90.2 % ตามล้าดับ และมีค่า % CV 

ในเนื้อไก่ และตับไก่เท่ากับ 3.2–9.5 % และ 6.5–10.2 % ตามล้าดับ ส้าหรับแถบทดสอบสามารถ

ตรวจวัดคลอเททราไซคลินในเนื้อไก่ และตับไก่ได้ต่้าสุดเท่ากันที่ 80 นาโนกรัมต่อกรัมและมีค่า % 
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recovery ในเนื้อไก่ และตับไก่เท่ากับ 79.0–88.6 % และ 75.2–87.0 % ตามล้าดับ โดยประเมินผล

ภายในเวลา 5–10 นาที [31] 

ต่อมาในปี 2015 มีการพัฒนาแถบทดสอบส้าหรับตรวจวัด เททราไซคลิน ในน้้านม โดยใช้โพ

ลีโคลนอลแอนติบอดี รูปแบบปฏิกิริยาที่ใช้เป็นแบบแข่งขัน สามารถตรวจเททราไซคลินต่้าสุดอยู่

ในช่วง 60 พิโคกรัมต่อมิลลิลิตร ถึง 10 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร มีค่า % recovery อยู่ในช่วง 90–112 

% [32] 

และในปีเดียวกัน ไดมี้พัฒนาชุดทดสอบ ELISA และแถบทดสอบส้าหรับตรวจ เททราไซคลิน 

ออกซีเททราไซคลิน และ คลอเททราไซคลิน ในน้้านม และ น้้าผึ้ง โดยใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดี ชุด

ทดสอบ ELISA สามารถตรวจเททราไซคลิน ออกซีเททราไซคลิน และ คลอเททราไซคลิน ได้ต่้าสุดอยู่

ในช่วง 0.26–2.00 ไมโครกรัมต่อลิตร มีค่า IC50 เท่ากับ 0.72, 0.32 และ 6.4 ไมโครกรัมต่อลิตร 

ตามล้าดับ และมีค่า % recovery ในน้้านมเท่ากับ 82–102 %, 91–105 % และ 90–101 % 

ตามล้าดับ ค่า % recovery ในน้้าผึ้งเท่ากับ 88–101 %, 89–101 % และ 89–95 % ตามล้าดับ 

ส้าหรับแถบทดสอบสามารถตรวจเททราไซคลิน ออกซีเททราไซคลิน และ คลอเททราไซคลิน ใน

น้้านมได้ต่้าสุดเท่ากับ 15, 15 และ 50 ไมโครกรัมต่อลิตร ตามล้าดับ และในน้้าผึ้งเท่ากับ 40, 40 และ 

40 ไมโครกรัมต่อลิตร ตามล้าดับ [33] 

ต่อมาในปี 2017 ได้พัฒนาแถบทดสอบส้าหรับตรวจวัดออกซีเททราไซคลินในน้้านม โดยใช้

รูปแบบของแถบทดสอบเป็นรูปแบบแข่งขัน แอนติบอดีที่ใช้เป็นโพลีโคลนอลแอนติบอดี แถบทดสอบ

สามารถตรวจวัดออกซีเททราไซคลินในน้้านมได้ต่้าสุดเท่ากับ 30 ไมโครกรัมต่อลิตร [34] 

 



 
 

 

บทที ่3 

อุปกรณ์และวิธีการด าเนินการวิจัย 

3.1 เซลล์ที่ใช้ในงานวิจัย 

เซลล์ไฮบริโดมาที่ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ TC รหัส 12–3F ที่พัฒนาจากกลุ่มวิจัย
การเพาะเลี้ยงเซลล์สัตว์และการประยุกต์ใช้ สถาบันวิจัยเทคโนโลยีชีวภาพและวิศวกรรมพันธุศาสตร์ 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

3.2 สารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย 

สารเคมี แหล่งที่มา 

• 3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidine (TMB) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

• 40% formaldehyde Carlo erba, France 

• Acetic acid Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

• BCA Protein Assay kit Thermo Scientific, Rockford, Illinois 

• Bovine serum albumin (BSA) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

• Chlortetracycline hydrocholine (CTC) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

• Citric acid monohydrate Sigma-Aldrich, Wien, Austria 

• Colloidal gold 20 nm, 40 nm Kestrel Biosciences Co, Ltd, 

Thailand 

• Dimethylformamide (DMF) Merck, Darmstadt, Germany 

• Dimethylsulfoxide (DMSO) Merck, Darmstadt, Germany 

• Di-sodium hydrogen phosphate (Na2HPO4) Merck, Darmstadt, Germany 

• Doxycycline Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

• Fetal calf serum (FCS) Biochrom, Berlin, Germany 

• Glucose Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

• Goat anti mouse IgG (GAM) Jackson Immuno, West Grove, 

Pennsylvania 
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สารเคมี แหล่งที่มา 

• Goat anti mouse IgG-Horseradish 

peroxidase conjugate (GAM-HRP) 

Jackson Immuno, West Grove, 

Pennsylvania 

• Hydrochoric acid (HCl) Merck, Darmstadt, Germany 

• Hydrogen peroxide (H2O2) Fluka, Switzerland 

• ISF-1 serum free media Biochrom GmbH, Berlin, Germany 

• L-glutamine Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

• MES monohydrate Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

• Ovalbumin (OVA) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

• Oxytetracycline hydrochlorid (OTC) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

• Potassium citrate Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

• RPMI 1640 medium Biochrom, Berlin, Germany 

• Skim milk HiMedia Laboratories, Mumbai, 

India 

• Sodium acetate Merck, Darmstadt, Germany 

• Sodium bicarbonate (NaHCO3) Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri 

• Sodium carbonate (Na2CO3) Merck, Darmstadt, Germany 

• Sodium chloride (NaCl) Merck, Darmstadt, Germany 

• Sodium citrate Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

• Sodium dihydrogen phosphate (NaH2PO4) Carlo Erba, Milan, Italy 

• Sodium hydroxide (NaOH) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

• Sodium pyruvate  Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

• Sodium tetraborate Riedel-de Haën, Seelze, Germany 

• Sucrose Ajax Finechem, New south wales, 

Australia 

• Sulfuric acid (H2SO4) Merck, Darmstadt, Germany 

• Tetracycline hydrocholine (TC) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

• Thimerosal Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
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สารเคมี แหล่งที่มา 

• Tween–20 Sigma-Aldrich, Gllinyham, UK 

 

3.3 เครื่องมือและอุปกรณ์ที่ใช้ในการวิจัย 

เครื่องมือและอุปกรณ์ แหล่งที่มา 

• กระบอกฉีดยาขนาด 1 และ 10 มิลลิลิตร Nipro, Autthaya, Thailand 

• กล้องจุลทรรศน์ชนิดหัวกลับ Nikon, Tokyo, Japan 

• ขวดแก้ว Boro. Germany  

• คอลัมน์โปรตีน จี เอชพี (HiTrap Protein G HP) GE Healthcare, Sweden 

• เครื่อง Microtiterplate reader Titertek multiskan, Helsinki, 

Finland 

• เครื่องกวนสารละลาย IKA Work, Wilmington, North 

Carolina 

• เครื่องเขย่าสาร Corning, USA 

• เครื่องชั่งหยาบและละเอียด Mettler Toledo, Greifensee, 

Switzerland 

• เครื่องตัดแถบทดสอบ Matrix Program able 

Shear รุ่น 2360  

Kinematric Automachine, CA, USA 

• เครื่องท้าโปรตีนให้บริสุทธิ์ (ÄKTA start) GE Healthcare Bio-Sciences AB, 

Uppsala,Sweden 

• เครื่องปั่นเหวี่ยงชนิดตั้งโต๊ะ รุ่น 5430 R Eppendorf, Hamburg, Germany 

• เครื่องปั่นเหวี่ยงชนิดตั้งโต๊ะ รุ่น universal 320 Hettich, Tuttlingen, Germany 

• เครื่องผสมสารละลาย Scientific Industries, Boulder, 

Colorado 

• เครื่องวัดความเป็นกรดเบส Fisher Scientific, UE Tech Park, 

Singapore 
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เครื่องมือและอุปกรณ์ แหล่งที่มา 

• เครื่องวัดค่าดูดกลืนแสง รุ่น Synergy HT BIO–TEK, Richmond, Virginia 

• เครื่องพ่น IsoFlo Flatbed Dispenser  Imagine technology, USA 

• จานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลุม Costar, USA 

• จานเพาะเลี้ยงเซลล์ ขนาด 90 มิลลิเมตร Sterilin Ltd., Newport, UK 

• ตู้บ่มคาร์บอนไดออกไซด์ Yamato, Tokyo, Japan 

• ตู้ปลอดเชื้อ Lab Survice Ltd., Bangkok, 

Thailand 

• ตู้อบลมร้อน Memmert, Schwabach, Germany 

• ถังแช่แข็งเซลล์ไนโตรเจนเหลว Harsco Corp., Camp Hill, 

Pennsylvania 

• ถุงไดอะไลซิส ขนาด 12,000-14,000 ดาลตัน Membrane Filtrotion Products, 

Seguin, Texas 

• โถดูดความชื้น Duran group, Mainz, Germany 

• ทิปขนาด 10, 200, 300, 1000, 5000 และ 

10,000 ไมโครลิตร 

Axygen, Union City, California 

• ปิเปตมัลติแชนแนล ขนาด 300 ไมโครลิตร HTL, Warsaw, Poland 

• ปิเปตอัตโนมัติ ขนาด 10, 200, 300, 1000, 

5000 และ 10,000 ไมโครลิตร 

Eppendorf, Hamburg, Germany 

• หลอดทดลอง ขนาด 1.5 มิลลิลิตร Axygen, Union City, California 

• หลอดทดลองขนาด 15 และ 50 มิลลิลิตร Axygen, Union City, California 

• หลอดส้าหรับแช่แข็งเซลล์ Nunc, Roskilde, Denmark 

• อ่างน้้าควบคุมอุณหภูมิ Memmert, Schwabach, Germany 
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3.3 วัสดุส าหรับท าแถบทดสอบ 

วัสดุ แหล่งที่มา 

• ตลับพลาสติกส้าหรับแถบทดสอบ (Plastic cassette) DCN, Carlsbad, California 

• ไนโตรเซลลูโลส เออี 99 (Nitrocellulose 

membrane AE 99) 

Whatman, Kent, UK 

• แผ่นคอตตอน ซีเอฟ 7 (Cotton linter CF 7) Whatman, Kent, UK 

• แผ่นใยแก้ว จีเอฟ 33 (Fiberglass GF 33) Whatman, Kent, UK 

• แผ่นใยแก้ว สแตนดาร์ด 17 (Standard 17) Whatman, Kent, UK 

• แผ่นรองพลาสติก (Plastic backing card) DCN, Carlsbad, California 
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3.4 ขั้นตอนการด าเนินงานวิจัย 

3.4.1 การเชื่อม TC กับโปรตีนพาหะ (BSA และ OVA) 

3.4.1.1 การเตรียม TC เชื่อมกับโปรตีนพาหะ (TC–BSA และ TC–OVA) โดยใช้

ปฏิกิริยา Mannich (ภาพที่ 3.1) 

เตรียมสารละลาย BSA และ OVA โดยชั่ง BSA หรือ OVA 10 มิลลิกรัม 

น้ามาละลายใน 0.1 M MES, pH 4.7 ที่มี 0.15 M NaCl ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จากนั้นน้ามาผสมกับ

สารละลาย TC ที่ละลายในน้้ากลั่นความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เติม 

Formaldehyde ความเข้มข้น 37 % (v/v) ปริมาตร 250 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิห้องในที่มืดเป็น

เวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นน้าไปท้าไดอะไลซิสใน phosphate buffer saline, pH 7.4 (PBS) ที่

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วัน โดยเปลี่ยนบัฟเฟอร์วันละ 2 ครั้ง น้ามาวัดปริมาณโปรตีน

ด้วยวิธี BCA Protein Assay kit ดังแสดงในข้อ 3.4.1.3 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 3.1 การเชื่อม TC กับโปรตีนพาหะ BSA และ OVA โดยใช้ปฏิกิริยา Mannich [35] 

BSA หรือ OVA + + 

Tetracycline 
(TC) 

Formaldehyde 

BSA หรือ OVA  

TC–BSA หรือ TC–OVA 

pH 4.7 
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3.4.1.2 การหาอัตราส่วนโมเลกุลการเชื่อมติด (molar ratio) ของ TC ที่เชื่อมต่อกับ 

BSA และ OVA  

น้าสารละลาย TC, BSA, OVA, TC–BSA และ TC–OVA มาวัดค่าดูดกลืน
แสงที่ความยาวคลื่น 200–400 นาโนเมตร จากนั้นค้านวณหาอัตราส่วนการเชื่อมติดของ TC ที่

เชื่อมต่อกับ BSA และ OVA จากค่าสัมประสิทธิ์การดูดกลืนแสง (absorbance coefficient; ) โดย 
ใช้สมการ 
 
 

 

 

ค่าสัมประสิทธิ์การดูดกลืนแสงหาได้จากสมการ เบียร์ และ แลมเบิร์ต (Beer–Lambert law) : 

A = cl เมื่อ A คือ ค่าดูดกลืนแสงของสาร c คือ ความเข้มข้นเป็น โมลต่อลิตร หรือโมลาร์ (M) และ 

l = ระยะทางท่ีแสงผ่านตัวอย่างเป็นเซนติเมตร [36] 

3.4.1.3 การวัดปริมาณโปรตีน  

ท้าการหาปริมาณโปรตีนของ BSA และ OVA ที่เชื่อมต่อกับ TC ด้วยวิธี 

BCA Protein Assay kit โดยเตรียมสารละลายมาตรฐานโปรตีน BSA ให้มีความเข้มข้นเป็น 0, 0.1 

0.2, 0.4, 0.6, 0.8, และ 1.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ในสารละลาย PBS และเจือจางสารละลาย

ตัวอย่าง จากนั้นเตรียมสารละลายที่ใช้เกิดปฏิกิริยาโดยผสมสารละลาย A และ สารละลาย B ใน

อัตราส่วน 50 : 1 (v/v) ปิเปตสารละลายมาตรฐานโปรตีน BSA และตัวอย่างที่เตรียมไว้ลงในจาน

ทดสอบชนิด 96 หลุม หลุมละ 25 ไมโครลิตร จากนั้นเติมสารละลายที่ใช้เกิดปฏิกิริยา หลุมละ 200 

ไมโครลิตร เขย่าให้เข้ากันและน้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที น้าไปวัดค่า

ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 562 นาโนเมตร และท้าการหาปริมาณโปรตีนของสารละลายตัวอย่าง 

จากกราฟมาตรฐานของสารละลายโปรตีน 

โมเลกุลการเชื่อมติด TC กับ โปรตีนพาหะ = 
 TC โปรตีนพาหะ –  โปรตีนพาหะ 

 TC 
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3.4.2 การเตรียมโมโนโคลนอลแอนติบอดี (MAb)  

3.4.2.1 การเพ่ิมปริมาณ MAb  

น้าหลอดที่เก็บเซลล์ไฮบริโดมารหัสโคลน 12–3F [6] ที่มีความจ้าเพาะต่อ 

TC ออกมาจากถังไนโตรเจนเหลว จากนั้นน้ามาละลายในอ่างน้้าควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส

ทันที เมื่อน้้ายาแช่แข็งละลายหมด ถ่ายเซลล์ลงหลอดทดลองที่มีอาหาร RPMI 1640 และน้าไปปั่น

เหวี่ยงที่ความเร็ว 380 x g เป็นเวลา 5 นาที เทอาหารเลี้ยงเซลล์ด้านบนทิ้ง น้าตะกอนเซลล์มาเลี้ยง

ในอาหาร RPMI 1640 ที่มี Fetal calf serum (FCS) ความเข้มข้น 10 % (v/v) โดยเลี้ยงในตู้ควบคุม

ระดับคาร์บอนไดออกไซด์ 5 % ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จากนั้นเริ่มเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์จาก

ที่มี FCS ไปเป็นอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ไม่มี FCS จนกระทั่งได้อาหารเลี้ยงเซลล์ที่มี MAb ปริมาตร 500 

มิลลิลิตร จากนั้นน้าอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ได้ไปปั่นเหวี่ยงที่ 380 x g เป็นเวลา 5 นาที แยกส่วนของ

ตะกอนเซลล์ทิ้งไปและเก็บส่วนของอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มี MAb เพ่ือน้า MAb ที่ได้ไปท้าให้บริสุทธิ์ใน

ขั้นตอนต่อไป  

3.4.2.2 การท้า MAb ให้บริสุทธิ์ 

การท้า MAb ให้บริสุทธิ์โดยวิธี affinity chromatography น้าอาหารเลี้ยง

เซลล์มาท้าให้บริสุทธิ์โดยวิธี affinity chromatography โดยใช้คอลัมน์ส้าเร็จรูป HiTrap Protein G 

HP น้าคอลัมน์ต่อเข้ากับเครื่องท้าโปรตีนให้บริสุทธิ์ (ÄKTA start) ล้างเอทานอลออกด้วย น้้ากลั่น 

(DDI) ปริมาตร 5 เท่าของปริมาตรคอลัมน์ โดยปรับอัตราการไหล 2 มิลลิลิตรต่อนาที จากนั้นล้างน้้า

กลั่นออกด้วย 20 mM sodium phosphate buffer, pH 7.0 ปริมาตร 5 เท่าของปริมาตรคอลัมน์ 

น้าอาหารเลี้ยงเซลล์ที่กรองผ่านกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร (ปริมาตร 500 มิลลิลิตร) เติม

ลงในคอลัมน์ ล้างโปรตีนที่ไม่จับกับคอลัมน์ออกด้วย 20 mM sodium phosphate buffer, pH 7.0 

ปริมาตร 5 เท่าของปริมาตรคอลัมน์ ชะ MAb ที่จับกับคอลัมน์ออกด้วย 0.1 M glycine–HCl buffer, 

pH 2.7 ปริมาตร 5 เท่าของปริมาตรคอลัมน์ วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร เก็บสารละลาย

ที่ออกมาจากคอลัมน์หลอดละ 2 มิลลิลิตร ลงในหลอดที่มีการเติม 1 M Tris–HCl buffer, pH 9.0 

หลอดละ 120 ไมโครลิตร เพ่ือปรับค่าความเป็นกรดเบสให้เป็นกลาง น้าสารละลายในแต่ละแฟรกชัน 

ไปทดสอบ indirect ELISA (iELISA) ตามข้อ 3.4.2.3 จากนั้นรวบรวมแฟรกชัน (fraction) ที่มีพีค

ร่วมกันเข้าไว้ด้วยกันมา และน้ามาเติม thymerosal ความเข้มข้น 0.01 % (v/v) จากนั้นน้า
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แอนติบอดีที่ได้ มาหาปริมาณโปรตีนด้วยวิธี BCA Protein Assay kit โดยท้าตามวิธีการในข้อ 

3.4.1.3 แบ่งใส่หลอดละ 500 ไมโครลิตร เก็บที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส  

3.4.2.3 การเก็บเซลล์ไฮบริโดมาในไนโตรเจนเหลว และการทดสอบการสร้าง MAb 

ที่จ้าเพาะต่อ TC หลังการท้าให้บริสุทธิ์ 

น้าเซลล์ไฮบริโดมาที่ได้จากข้อ 3.4.2.1 มาเลี้ยงในอาหาร RPMI 1640 ที่มี 

10 % (v/v) FCS จากนั้นน้ามาปั่นเหวี่ยงให้เซลล์ตกตะกอนที่ความเร็ว ที่ 380 x g เป็นเวลา 5 นาที 

เป็น เวลา 5  นาที  ดู ดอาหาร เลี้ ย ง เซลล์ที่ อยู่ ด้ านบนทิ้ ง  แล้ ว เติ มอาหาร เลี้ ย ง เซลล์ที่ มี 

Dimethylsulfoxide (DMSO) ความเข้มข้น 10 % (v/v) ขณะเย็นลงไปปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใช้ปิเปต

ดูดขึ้นลงจนเซลล์ผสมเข้ากัน จากนั้นถ่ายอาหารเลี้ยงเซลล์ลงในหลอดเก็บเซลล์ขนาด 2 มิลลิลิตร 

และน้าไปแชที่อุณหภูมิ –70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล้วย้ายลงแชในไนโตรเจนเหลวที่มี

อุณหภูมิประมาณ –196 องศาเซลเซียส  

น้าสารละลายแต่ละแฟรกชัน ในข้อ 3.4.2.2 มาทดสอบการสร้าง MAb ที่

จ้าเพาะต่อ TC ด้วยวิธี indirect ELISA (iELISA) ท้าการเคลือบจานทดสอบชนิด 96 หลุม ด้วย TC–

BSA หรือ TC–OVA ความเข้มข้น 2 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12–24 ชั่วโมง จากนั้นล้างด้วย PBS ที่มี 0.05 % (v/v) Tween (PBS–T) 3 

ครั้ง เติมสารละลายนมพร่องมันเนยความเข้มข้น 5 % (w/v) น้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นล้างด้วย PBS–T 3 ครั้ง เติมสารละลายแต่ละแฟรกชันที่ระดับการเจือจาง 

1/1,000 หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ล้างด้วย 

PBS–T 3 ครั้ง เติมแอนติบอดีทุติยภูมิ goat anti mouse IgG ที่เชื่อมกับเอนไซม์ horseradish 

peroxidase (GAM–HRP) ทีร่ะดับการเจือจาง 1/ 10,000 หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นล้างด้วย PBS–T 3 ครั้ง เติมสารละลายสับสเตรตที่

ประกอบดวย TMB และ H2O2 ที่ละลายใน 205 mM potassium citrate buffer, pH 4.0 หลุมละ 

100 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิห้องในที่มืด เป็นเวลา 15 นาที หยุดปฏิกิริยาด้วย 1 M H2SO4  หลุมละ 

100 ไมโครลิตร น้าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง Microtiterplate 

reader 
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3.4.3 การเตรียม MAb เชื่อมติดกับอนุภาคทอง (Colloidal gold) ขนาด 20 และ 40 นาโน

เมตร (MAb–Colloidal gold)  

3.4.3.1 การหาความเข้มข้นของ MAb ที่เหมาะสมในการเชื่อมติดกับ Colloidal 

gold  

น้าสารละลาย Colloidal gold ขนาด 20 และ 40 นาโนเมตรมาปรับค่า 

pH ด้วย 0.2 M sodium carbonate ให้เท่ากับ 8.2 และน้า MAb ในข้อ 3.4.2.2 มาเจือจางใน 2 

mM sodium borate buffer, pH 8.2 (BB) ให้มีความเข้มข้น 0–1000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

จากนั้นเติม MAb ที่เจือจางแล้วลงในจานทดสอบชนิด 96 หลุม หลุมละ 20 ไมโครลิตร เติมสาร 

ละลาย Colloidal gold ที่ปรับค่า pH แล้วลงไปในหลุมที่มี MAb หลุมละ 200 ไมโครลิตร บ่มที่

อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นเติมสารละลาย NaCl ความเข้มข้น 10 % (w/v) ปริมาตร 

80 ไมโครลิตร น้าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 520 นาโนเมตร ความเข้มข้นของ MAb ที่

เหมาะสม พิจารณาจากความเข้มข้นของ MAb ที่ต่้าที่สุด ที่ท้าให้ค่าดูดกลืนแสงสูงที่สุด จากนั้น

เตรียม MAb ที่ทราบความเข้มที่เหมาะสมเพื่อน้าไปใช้ในข้อ 3.4.3.2 ต่อไป [33, 37] 

3.4.3.2 การเชื่อมติด MAb กับอนุภาคทอง (MAb–Colloidal gold) 

เติม MAb ความเข้มที่เหมาะสมจากข้อ 3.4.3.1 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใน

สารละลาย Colloidal gold ที่ pH 8.2 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร (อัตราส่วน 1 : 10) เขย่าที่

อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นเติมสารละลาย BSA 5 % (w/v) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงใน

สารละลาย MAb–Colloidal gold และเขย่าต่อที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นน้า

สารละลาย MAb–Colloidal gold ไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 25,000 x g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 30 นาที ดูดส่วนใสด้านบนทิ้งไป น้าตะกอน MAb–Colloidal gold มาละลายกลับด้วย 2 

mM BB, pH 8.2 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร น้าไปปั่นเหวี่ยงอีกครั้ง เพ่ือล้างส่วนที่ไม่เชื่อมติดกับอนุภาค

ทองออก โดยท้าการล้างทั้งหมด 3 ครั้ง จากนั้นน้าส่วนตะกอน MAb–Colloidal gold มาละลาย

กลับด้วย 2 mM BB, pH 8.2 ที่มี น้้าตาลซูโครส 2 % (w/v) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และน้าไปวัดค่า

ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 420–700 นาโนเมตร แบ่งใส่หลอดละ 100 ไมโครลิตร เก็บที่อุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส ในที่มืดก่อนน้ามาใช้งาน 
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3.4.4 การเตรียมส่วนประกอบของแถบทดสอบ (Immunochromatographic Assay; ICA)  

เนื่องจาก TC เป็นสารที่มีโมเลกุลขนาดเล็ก จึงเตรียมแถบทดสอบ (ICA) โดย

เลือกใช้รูปแบบการไหลในแนวระนาบ (Lateral Flow Immunochromatographic Assay; LFIA) 

และรูปแบบการเกิดปฏิกิริยาใช้รูปแบบแข่งขัน (Competitive assay format) โดยมีส่วนประกอบ

หลักท้ังหมด 5 ส่วน (ภาพท่ี 3.2) 

1) แผ่นรับตัวอย่าง (Sample pad) 

2) แผ่นตรึง MAb–Colloidal gold (Conjugate pad) 

3) แผ่นวิเคราะห์ตัวย่าง (Analytical pad) ประกอบด้วย  

เส้นทดสอบ (Test line; T–line) 

เส้นควบคุม (Control line; C–line) 

4) แผ่นดูดซับตัวอย่าง (Absorbent pad) 

5) แผ่นรองพลาสติก (Plastic backing card) 

 

ภาพที่ 3.2 แสดงส่วนประกอบทั่วไปของแถบทดสอบ (1) แผ่นรับตัวอย่าง (Sample pad) (2) แผ่น

ตรึง MAb–Colloidal gold (Conjugate pad) (3) แผ่นวิเคราะห์ตัวย่าง (Analytical 

pad) ประกอบด้วย เส้นทดสอบ (Test (T)–line) และ เส้นควบคุม (Control (C)–line) 

และ (4) แผ่นดูดซับตัวอย่าง (Absorbent pad) 

 

Sample pad 

C–line 

 

Analytical pad 

 

Absorbent pad 

 

Conjugate pad 

T–line 

ทิศทางการไหล 

 

Plastic backing card 
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3.4.4.1 การเตรียม Sample pad และ Absorbent pad 

น้าแผ่น standard 17 และ CF 7 มาตัดให้มีขนาด 4×17 มิลลิเมตร 

ตามล้าดับ จากนั้นน้าไปอบที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง เก็บในโถดูดความชื้น

ก่อนน้ามาใช้งาน 

3.4.4.2 การเตรียม Conjugate pad 

น้าแผ่นใยแก้ว GF 33 มาบล็อกด้วยสารละลาย BSA ความเข้มข้น 1 % 

(w/v) ในสารละลาย 0.1 % PB–T เป็นเวลา 15 นาที และน้าไปอบท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 1 ชั่วโมง น้ามาตัดให้มีขนาด 4×10 มิลลิเมตร เก็บในโถดูดความชื้นก่อนน้ามาใช้งาน 

3.4.4.3 การเตรียม Analytical pad 

น้าแผ่นไนโตรเซลลูโลส AE 99 น้ามาตัดให้มีขนาด 4×25 มิลลิเมตร และ

น้าไปอบที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นเก็บในโถดูดความชื้นก่อนน้ามาใช้

งาน 

 

3.4.4.4 การประกอบแถบทดสอบ TC 

น้าส่วนประกอบในหัวข้อ 3.4.3 เริ่มจากน้า Analytical pad ที่มีการ
ประทับหรือพ่นด้วย TC–BSA หรือ TC–OVA ที่บริเวณ T–line และประทับหรือพ่น GAM ที่บริเวณ 
C–line ติดลงแผ่นรองพลาสติก (Plastic backing card) จากนั้นน้า Conjugate pad ที่มีการหยด
หรือพ่น MAb–Colloidal gold ติดลงไป โดยให้ด้านบนเกยทับ Analytical pad ประมาณ 2 
มิลลิเมตร น้า Sample pad ติดลง Plastic backing card โดยให้ด้านบนเกยทับ Conjugate pad 
ประมาณ 2 มิลลิเมตร และน้า Absorbent pad ติดลง Plastic backing card อีกด้านหนึ่งให้ปลาย
ด้านล่างทับบน Analytical pad ประมาณ 2 มิลลิเมตร แสดงดังภาพท่ี 3.3 ก. จากนั้นน้าแถบ
ทดสอบท่ีประกอบเสร็จแล้วใส่ลงในตลับพลาสติก (Plastic cassette) แสดงดังภาพที่ 3.3 ข. 
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ภาพที่ 3.3 (ก) การประกอบแถบทดสอบบนแผ่นรองพลาสติก (Plastic backing card) (ข) แถบ
ทดสอบท่ีประกอบเสร็จแล้ว ในตลับพลาสติก (Plastic cassette) 

 

C–line 
(Goat anti mouse; GAM) Sample pad 

แผ่นวิเคราะห์ตัวอย่าง 
(Analytical pad) 

แผ่นรองพลาสติก 
(Plastic backing card) 

Conjugate pad) 
(MAb–Colloidal gold) 

 Absorbent pad 

2 มม. 2 มม. 60 มม. 2 มม. 

T–line 
(TC–BSA / TC–OVA) 

(ก) ภาพด้านข้าง 

ทิศ
ทา

งก
าร

ไห
ล 

(ข) ภาพด้านบน 

ตลับพลาสติก 
(Plastic cassette) 

หน้าต่างส าหรับ 
การแปรผล 

ช่องรับตัวอย่าง  
(Sample port) 
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4 มม. 

25 มม. 

ไนโตรเซลลูโลส  
AE 99 

10 มม. 
7 มม. 

0.4 ไมโครลิตร 

T–line 
C–line 

แผ่นวิเคราะห์ตัวอย่าง 
(Analytical pad) 

กระจกสไลด ์

3.4.5 การหาสภาวะที่เหมาะสมของแถบทดสอบ TC 

3.4.5.1 การหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ TC–BSA และ TC–OVA ในการตรึงลง

บนบริเวณ T–line ด้วยวิธีการท้าด้วยมือ 

น้าไนโตรเซลลูโลส AE 99 ที่เตรียมไว้ในข้อ 3.4.4.3 มาตรึงด้วย TC–BSA 

ความเข้มข้น 0.25, 0.5, 1.0, 1.5 และ 2.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร หรือ TC–OVA ความเข้มข้น 1, 1.5, 

2.0, 2.5 และ 3 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 0.4 ไมโครลิตร ที่บริเวณ T–line และตรึงสารละลาย 

goat anti mouse IgG (GAM) ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 0.4 ไมโครลิตร 

บริเวณ C–line ตามล้าดับ โดยใช้ปิเปตหยดสารลงบนสันของกระจกสไลด์และประทับลงไป ดังแสดง

ในภาพที่ 3.4 จากนั้นน้าไนโตรเซลลูโลส AE 99 ไปบล็อกด้วยสารละลาย BSA 1 % (w/v) ใน

สารละลาย 0.1 % PB–T เป็นเวลา 15 นาที น้าไปอบที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 

ชั่วโมง  

 

 

 

ภาพที่ 3.4 การตรึง T–line และ C–line บน Analytical pad ด้วยการประทับโดยใช้กระจกสไลด์ 
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3.4.5.2 การหาระดับการเจือจางที่เหมาะสมของ MAb–Colloidal gold 

น้าสารละลาย MAb–Colloidal gold ขนาด 20 และ 40 นาโนเมตร 

ปริมาตร 2 ไมโครลิตร หยดลงบนแผ่นใยแก้ว GF 33 ที่เตรียมไว้ในข้อ 3.4.4.2 ที่ระดับการเจือจาง 

1/1, 1/2, 1/3 และ 1/4 ตามล้าดับ 

3.4.6 วิธีการทดสอบและการแปรผลของแถบทดสอบ 

หลังจากน้าส่วนประกอบทั้งหมดติดลงบน Plastic backing card และใส่ใน Plastic 

cassette แล้ว น้ามาทดสอบโดยใส่ Negative buffer หรือ Positive buffer ปริมาตร 100 

ไมโครลิตร ลงในช่องรับตัวอย่าง สารละลายตัวอย่างจะเคลื่อนที่ไปยังบริเวณ Conjugate pad ถ้าใน

สารละลายตัวอย่างมีสารที่ต้องการทดสอบ MAb–Colloidal gold จะจับกับสารทดสอบ จากนั้น

เคลื่อนทีไ่ปยังบริเวณ T–line ซึ่งเป็นบริเวณท่ีถูกตรึงด้วยแอนติเจน เนื่องจาก MAb–Colloidal gold 

เหลือไม่พอส้าหรับจับกับแอนติเจนบริเวณ T–line จึงไม่ปรากฏแถบสีที่บริเวณ T–line MAb–

Colloidal gold ที่จับสารทดสอบจะเคลื่อนที่ไปบริเวณ C–line ซึ่งบริเวณนี้ถูกตรึงด้วย Goat anti 

mouse (GAM) MAb–Colloidal gold จึงถูกจับที่บริเวณนี้จึงปรากฏเป็นแถบสีที่บริเวณ C–line 

การแปรผล ถ้าบริเวณ Analytical pad ปรากฏแถบสีที่บริเวณ C–line แถบเดียว แสดงว่าให้ผลบวก 

(Positive) สารละลายตัวอย่างมีสารที่ต้องการทดสอบ ในทางกลับกันถ้าบริเวณ Analytical pad 

ปรากฏแถบสี 2 แถบที่บริเวณ T–line และ C–line แสดงว่าให้ผลลบ (Negative) สารละลาย

ตัวอย่างไม่มีสารที่ต้องการทดสอบ ในกรณีที่แถบทดสอบปรากฏแถบสีแถบเดียวที่บริเวณ T–line 

หรือ ไม่ปรากฏแถบสีเลย แสดงว่าแถบทดสอบมีปัญหาไม่สามารถแปรผลได้เนื่องจากหลายสาเหตุเช่น 

T–line C–line และ MAb–colloidal gold มีการเสื่อม หรือเสียสภาพ หรือแถบทดสอบหมดอายุ 

เป็นต้น ดังแสดงในภาพที ่3.5 
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ภาพที่ 3.5 รูปแบบการแปรผล 

3.4.6.1 การหาค่าความไว (Sensitivity) 

น้าแถบทดสอบมาทดสอบด้วยสารละลายมาตรฐาน TC ที่ความเข้มข้น 0, 

0.01, 0.1, 1, 10 และ 100 ไมโครกรัมกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร วิเคราะห์ผลการ

ทดสอบภายในเวลา 10 นาท ีด้วยสายตา และถ่ายภาพแถบทดสอบภายใต้กล่องควบคุมแสง ช่วงการ

วัดของแถบทดสอบ (Visual detection range) และค่าขีดจ้ากัดของการวัดของแถบทดสอบ (Visual 

limit of detection; VLOD) รายงานค่าเป็นความเข้มข้นของ TC ที่น้อยที่สุดที่ท้าให้ความเข้มสีของ 

T–line เริ่มจางลงและจางหายไปเมื่อเทียบกับความเข้มสี T–line ตัวควบคุม 

3.4.7 การหาสภาวะที่เหมาะสมของแถทบทดสอบด้วยเครื่องมือ (บริษัท เซิร์ฟ ไซเอนซ์ 

จ้ากัด) 

3.4.7.1 การหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ TC–BSA ในการตรึงลงบนบริเวณ T–

line โดยใช้เครื่องพ่นสารระดับไมโครลิตร  

เตรียมไนโตรเซลลูโลส AE 99 ตัดให้มีขนาด 2.5×30 เซนติเมตร และอบที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นน้ามาติดลงบน Plastic backing card และ

น้าไปพ่นสารละลาย TC–BSA ความเข้มข้น 0.25, 0.5, 0.75, 1.0 และ 1.25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

และพ่นสารละลาย GAM ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ด้วยเครื่อง IsoFlo Flatbed 

อ่านผลการทดสอบ 
ภายใน 10 นาที 

ผลลบ 
(ตัวควบคุม) 

ผลบวกอ่อน ไม่สามารถแปรผลได้ ผลบวกสูง 
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Dispenser โดยใช้หัวจ่ายระบบแบบลากสัมผัส (Low Contact Pressure) อัตราการพ่น 1 

ไมโครลิตรต่อเซนติเมตร ที่บริเวณ T–line และ C–line ตามล้าดับ จากนั้นน้าไปบล็อกด้วย

สารละลาย BSA 5 % (w/v) เป็นเวลา 15 นาที อบให้แห้งที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 

ชั่วโมง และตัดให้มีขนาด 4 มิลลิเมตรด้วยเครื่องตัดแถบทดสอบ Matrix Program able Shear รุ่น 

2360 (บริษัท เซิร์ฟ ไซเอนซ์ จ้ากัด) น้าแถบทดสอบที่ตัดแล้วจากบริษัท มาประกอบกับ Conjugate 

pad ที่หยดด้วย MAb–Colloidal gold ปริมาตร 2 ไมโครลิตร จากนั้นน้า Sample pad และ 

Absorbent pad ติดลงบน Plastic backing card และใส่ใน Plastic cassette ด้วยมือ ตามภาพที่ 

3.4 น้ามาทดสอบด้วยสารละลาย 0.1 % PB–T ปริมาตร 100 ไมโครลิตร วิเคราะห์ผลการทดสอบ

ภายในเวลา 10 นาที ด้วยสายตา ถ่ายภาพแถบทดสอบภายใต้กล่องควบคุมแสง และน้าไปอ่านค่า

ความเข้มสีด้วยโปรแกรมอ่านค่าสี ImageJ รุ่น 1.47m 

3.4.7.2 การหาระดับการเจือจางที่เหมาะสมของ MAb–Colloidal gold ในการ

หยดลงบน Conjugate pad 

น้าสารละลาย MAb–Colloidal gold ขนาด 20 หรือ 40 นาโนเมตร 

ปริมาตร 2 ไมโครลิตร หยดลงบนแผ่นใยแก้ว GF 33 ที่เตรียมไว้ในข้อ 3.4.4.2 ที่ระดับการเจือจาง 

1/1, 1/2, 1/3 และ 1/4 ตามล้าดับ น้ามาประกอบกับแถบทดสอบที่ทราบความเข้มข้นที่เหมาะสม

ของ TC–BSA ที่ได้จากข้อ 3.4.7.1 จากนั้นน้า Sample pad และ Absorbent pad ติดลงบน 

Plastic backing card และใส่ใน Plastic cassette ด้วยมือ ดังภาพที่ 3.4 และน้ามาทดสอบด้วย

สารละลาย 0.1 % PB–T ปริมาตร 100 ไมโครลิตร วิเคราะห์ผลการทดสอบภายในเวลา 10 นาที 

ด้วยสายตา ถ่ายภาพแถบทดสอบภายใต้กล่องควบคุมแสง และน้าไปอ่านค่าความเข้มสีด้วยโปรแกรม

อ่านค่าสี ImageJ รุ่น 1.47m 

3.4.7.3 การหาค่าความไว (Sensitivity) 

น้าแถบทดสอบที่ทราบความเข้มข้นของ TC–BSA และระดับการเจือจาง

ของ MAb–Colloidal gold ที่เหมาะสม มาประกอบกับ Sample pad และ Absorbent pad 

จากนั้นใส่ใน Plastic cassette ด้วยมือ ดังภาพที่ 3.4 น้าแถบทดสอบมาทดสอบด้วยสารละลาย

มาตรฐาน TC ที่ความเข้มข้น 0–80 นาโนกรัมกรัมต่อมิลลิลิตรในสารละลาย 0.1 % PB–T ปริมาตร 

100 ไมโครลิตร วิเคราะห์ผลการทดสอบภายในเวลา 10 นาที ด้วยสายตา และถ่ายภาพแถบทดสอบ
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ภายใต้กล่องควบคุมแสง น้าไปอ่านค่าความเข้มสีด้วยโปรแกรมอ่านค่าสี ImageJ รุ่น 1.47m ค่าช่วง

ความไว (Visual detection range) และค่า VLOD ของแถบทดสอบรายงานค่าเป็นความเข้มข้นของ 

TC ที่น้อยที่สุดที่ท้าให้ความเข้มสีของ T–line เริ่มจางลงและจางหายไปเมื่อเทียบกับความเข้มสี T–

line ตัวควบคุม 

3.4.7.4 การหาค่าความจ้าเพาะ (Specificity) 

ประเมินการทดสอบด้วยปฏิกิริยาข้ามกับสารปฏิชีวนะในกลุ่ม TCs และ

สารปฏิชีวนะนอกกลุ่ม TCs โดยน้าแถบทดสอบที่ทราบความเข้มข้นของ TC–BSA และระดับการเจือ

จางของ MAb–Colloidal gold ที่เหมาะสม มาทดสอบกับสารในกลุ่ม TCs (Oxytetracycline; 

OTC, Chlortetracycline; CTC และ Doxycycline; DOX) ความเข้มข้น 0–80 นาโนกรัมต่อ

มิลลิลิตรในสารละลาย 0.1 % PB–T และทดสอบกับสารนอกกลุ่ม (chloramphenicol, 

norfloxacin และ gentamycin) ความเข้มข้น 1000 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตรในสารละลาย 0.1 % 

PB–T วิเคราะห์ผลการทดสอบภายในเวลา 10 นาที ด้วยสายตา และถ่ายภาพแถบทดสอบภายใต้

กล่องควบคุมแสง  

3.4.8 การประเมินการใช้แถบทดสอบ TC กับตัวอย่างน้้าผึ้ง 

หลังจากหาความเข้มข้นของ TC–BSA และระดับการเจือจางของ MAb–Colloidal 

gold ที่เหมาะสมแล้ว ท้าการเตรียมแถบทดสอบ TC ส้าเร็จรูป โดยพ่นสารละลาย TC–BSA ที่ทราบ

ความเข้มข้นที่เหมาะสมด้วย และสารละลาย GAM ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ด้วย

เครื่อง IsoFlo Flatbed Dispenser โดยใช้หัวจ่ายระบบแบบลากสัมผัส (Low Contact Pressure) 

อัตราการพ่น 1 ไมโครลิตรต่อเซนติเมตร ที่บริเวณ T–line และ C–line ตามล้าดับ จากนั้นพ่น

สารละลาย MAb–Colloidal gold ที่ระดับการเจือจางที่เหมาะสมที่ได้จากข้อ 3.4.7.2 ลงแผ่นใยแก้ว 

GF 33 ที่เตรียมไว้ในข้อ 3.4.4.2 ด้วยอัตราการพ่น 5 ไมโครลิตรต่อเซนติเมตร ด้วยเครื่อง IsoFlo 

Flatbed Dispenser โดยใช้หัวจ่ายระบบแบบไม่สัมผัส (Atomizing nozzle) น้าแต่ละส่วนที่เตรียม

ไว้ติดลงบน Plastic backing card ตามด้วย Sample pad และ Absorbent pad ตัดให้มีขนาด 4 

มิลลิเมตรด้วยเครื่องตัดแถบทดสอบ Matrix Program able Shear รุ่น 2360 (บริษัท เซิร์ฟ ไซเอนซ์ 

จ้ากัด) น้าแถบทดสอบที่ตัดแล้วใส่ตลับพลาสติก บรรจุในซองฟอยล์และปิดผนึก 
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3.4.8.1 ศึกษาผลของเมทริกซ์ (Matrix effect) ในตัวอย่างน้้าผึ้ง 

เจือจางน้้าผึ้งให้มีระดับการเจือจาง 1/2, 1/5 และ 1/10 (w/v) โดยชั่ง

น้้าผึ้ง 1 กรัม ลงในหลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตร เติมสารละลาย 0.1 % PB–T 1, 4 และ 9 

มิลลิลิตร ตามล้าดับ ผสมให้เข้ากัน จากนั้นปิเปตสารละลายน้้าผึ้งปริมาตร 100 ไมโครลิตร มา

ทดสอบกับแถบทดสอบในข้อ 3.4.9 วิเคราะห์ผลการทดสอบภายในเวลา 10 นาที ด้วยสายตา และ

ถ่ายภาพแถบทดสอบภายใต้กล่องควบคุมแสง  

3.4.8.2 การหาค่าความไว (Sensitivity) ในตัวอย่างน้้าผึ้ง 

เตรียมตัวอย่างน้้าผึ้งที่ทราบระดับการเจือจางที่เหมาะสมจากข้อ 3.4.8.1

น้ามาเติม TC .ให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 0, 10, 20, 40, 60, 80 และ 100 นาโนกรัมกรัมต่อ

มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน จากนั้นปิเปตสารละลายน้้าผึ้งปริมาตร 100 ไมโครลิตร มาทดสอบกับแถบ

ทดสอบในข้อ 3.4.8 วิเคราะห์ผลการทดสอบภายในเวลา 10 นาที ด้วยสายตา และถ่ายภาพแถบ

ทดสอบภายใต้กล่องควบคุมแสง น้าไปอ่านค่าความเข้มสีด้วยโปรแกรมอ่านค่าสี ImageJ รุ่น 1.47m 

ค่าช่วงความไว (Visual detection range) และค่า VLOD ของแถบทดสอบรายงานค่าเป็นความ

เข้มข้นของ TC ที่น้อยที่สุดที่ท้าให้ความเข้มสีของ T–line เริ่มจางลงและจางหายไปเมื่อเทียบกับ

ความเข้มสี T–line ตัวควบคุม 

3.4.8.3 การหาค่าความถูกต้อง (Accuracy) และความแม่นย้า (Precision) 

ของแถบทดสอบในตัวอย่างน้้าผึ้ง 

น้าตัวอย่างน้้าผึ้งที่ได้จากการเตรียมในข้อ 3.4.8.1 มาเติม TC ที่ความ

เข้มข้นสุดท้ายเป็น 0, 10, 20, 40, 60, 80 และ 100 นาโนกรัมกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 100 

ไมโครลิตรมาทดสอบกับแถบทดสอบ วิเคราะห์ผลการทดสอบภายในเวลา 10 นาที ด้วยสายตา และ

ถ่ายภาพแถบทดสอบภายใต้กล่องควบคุมแสง น้าไปอ่านค่าความเข้มสีด้วย โปรแกรมอ่านค่าสี 

ImageJ รุ่น 1.47m น้าค่าความเข้มสีที่อ่านได้จากโปรแกรม มาเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน TC 

เพ่ือค้านวณหาปริมาณ TC ที่มีอยู่ในตัวอย่าง และน้าหาค่าความถูกต้อง (Accuracy) จากค่า % 

recovery  
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การหาความแม่นย้าของชุดทดสอบ ท้าโดยศึกษาความแปรปรวนของการ

ท้าการทดลองซ้้าในครั้งเดียวกัน (intra–variation assay) และการท้าการทดลองซ้้าในระหว่างครั้ง

การทดลอง (inter–variation assay) จากนั้นค้านวณหา % coefficient of variation (% CV ) โดย

เตรียมตัวอย่างน้้าผึ้งให้มีความเข้มข้นของ TC สุดท้ายเป็น 0, 10, 20, 40, 60, 80 และ 100 นาโน

กรัมกรัมต่อมิลลิลิตร โดยเตรียมความเข้มข้นละ 3 ซ้้า และท้าการทดลองท้ังหมด 3 ครั้ง 

3.4.9 การวิเคราะห์ TC ในน้้าผึ้งที่มีจ้าหน่ายในไทย 

น้าน้้าผึ้ง 10 เครื่องหมายการค้า มาเจือจางที่ตามข้อ 3.4.9.1 ที่ทราบระดับการเจือ

จางที่เหมาะสม จากนั้นปิเปตสารละลายน้้าผึ้งปริมาตร 100 ไมโครลิตร มาทดสอบกับแถบทดสอบ 

วิเคราะห์ผลการทดสอบภายในเวลา 10 นาที ด้วยสายตา และถ่ายภาพแถบทดสอบภายใต้กล่อง

ควบคุมแสง น้าไปอ่านค่าความเข้มสีด้วยโปรแกรมอ่านค่าสี ImageJ รุ่น 1.47m น้าค่าความเข้มสีที่

อ่านได้จากโปรแกรม มาเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานมาตรฐาน TC เพ่ือค้านวณหาปริมาณ TC ที่มี

อยู่ในตัวอย่าง 



 
 

 

บทที ่4 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

4.1 การเชื่อม TC กับโปรตีนพาหะ BSA (TC–BSA) และ OVA (TC–OVA) 

เททราไซคลิน (TC) เป็นสารโมเลกุลเล็ก มีมวลโมเลกุลเท่ากับ 444.44 ดาลตัน ซึ่งไม่สามารถ

จับหรือจับได้เล็กน้อยที่พ้ืนผิวของจานทดสอบชนิด 96 หลุม และแผ่นไนโตรเซลลูโลส ดังนั้นจึงต้อง

เชื่อมต่อ TC กับโปรตีนพาหะ ในการทดลองนี้ได้เชื่อมต่อ TC กับ BSA และ OVA โดยใช้ปฏิกิริยา 

Mannich ซึ่งในปฏิกิริยามีการเติม formaldehyde ท้าให้เกิดปฏิกิริยาควบแน่นระหว่างหมู่เอมีนของ

โปรตีนพาหะกับวงฟีนอลของ TC โดยเกิดตัวเชื่อมเมทธิลลีนขึ้นระหว่างสองโมเลกุล จากนั้นน้ามาหา

ปริมาณโปรตีนของสาร TC–BSA และ TC–OVA ด้วยวิธี BCA Protein Assay kit ปริมาณโปรตีนของ 

TC–BSA และ TC–OVA เท่ากับ 3.86 และ 5.20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรตามล้าดับ โดยเทียบกับกราฟ

มาตรฐานโปรตีนดังแสดงในภาคผนวก ก. (ตารางที่ ก.1 ภาพที่ ก.1 และตารางท่ี ก.2)  

การประเมินประสิทธิภาพการเชื่อม TC กับโปรตีนพาหะ พิจารณาจากอัตราส่วนการเชื่อมติด 

(Molar ratio) ของ TC–BSA และ TC–OVA จากค่าสัมประสิทธิ์การดูดกลืนแสง () โดยน้า TC 

ความเข้มข้น 0.125 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร BSA, OVA, TC–BSA และ TC–OVA ที่ความเข้มข้น 3 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรตามล้าดับ มาวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 200–400 นาโนเมตร ภาพที่ 

4.1 ก. TC มีค่าดูดกลืนสงสูงสุด (max) เท่ากับ 272 และ 358 นาโนเมตร BSA มีค่า max เท่ากับ 

278 นาโนเมตร และ TC–BSA มีค่า max เท่ากับ 284 และ 372 นาโนเมตร ในขณะที่ภาพ 4.1 ข. 

OVA มีค่า max เท่ากับ 278 นาโนเมตร และ TC–OVA มีค่า max เท่ากับ 278 และ 374 นาโน

เมตร จากภาพท่ี 4.1 ก. และ ข. เมื่อเปรียบเทียบ max ของ TC–BSA และ TC–OVA กับ max ของ 

TC, BSA และ OVA พบว่ามีการเปลี่ยนแปลงไป แสดงให้เห็นว่า TC สามารถเชื่อมต่อกับ BSA และ 

OVA ได้ ค้านวณหาอัตราส่วนการเชื่อมติดของ TC ที่เชื่อมต่อกับ BSA และ OVA จากค่าสัมประสิทธิ์

การดูดกลืนแสง () ได้เท่ากับ 4.19 : 1 และ 1.52 : 1 (ภาคผนวก ก. ตาราง ก.3) 
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ภาพที่ 4.1 (ก) โครมาโตแกรมของ TC 0.125 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (─) BSA 3 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
(─) TC–BSA 3 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (─) (ข) โครมาโตแกรมของ TC 0.125 มิลลิกรัม
ต่อมิลลิลิตร (─) OVA 3 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (─) และ TC–OVA 3 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร (─)  
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4.2 การเตรียมโมโนโคลนอลแอนติบอดี (MAb) ให้บริสุทธิ์ 

น้าเซลล์ไฮบริโดมารหัสโคลน 12–3F ที่ผลิต MAb ต่อ TC มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ไม่มี

ซีรั่ม จากนั้นน้าอาหารเลี้ยงเซลล์มาปั่นเหวี่ยงเอาตะกอนเซลล์ทิ้งไป เก็บอาหารเลี้ยงเซลล์มาท้าให้

บริสุทธิ์ โดยใช้เทคนิค affinity chromatography โดยผ่านคอลัมน์ส้าเร็จรูป protein G sepharose 

ซึ่งเป็นเทคนิคที่นิยมใช้กันในการท้าแอนติบอดีให้บริสุทธิ์ เนื่องจาก Protein G ถูกคัดแยกมาจาก

แบคทีเรียกลุ่ม Streptococcus spp. และมีความจ้าเพาะสูงในการจับกับ Fc region ของ IgG มีช่วง

ในการจับ (binding) กับแอนติบอดีที่กว้าง และมีความสามารถจับ Fab ได้น้อย นอกจากนี้ Protein 

G ยังมีกระบวนการในการจับกับแอนติบอดีเป็นแบบอ่อน ๆ (low binding capacity) ท้าให้ง่ายต่อ

การชะแอนติบอดีออกจากคอลัมน์ ในขณะที่ Protein A มีความสามารถจ้าเพาะในการจับการกับ

แอนติบอดีบางชนิดเท่านั้น [38] 

หลังจากแยกเก็บอาหารเลี้ยงเซลล์แล้ว น้าอาหารเลี้ยงเซลล์มาเติมลงในคอลัมน์ จากนั้นล้าง

โปรตีนอื่นที่ไม่จับกับคอลัมน์ออกด้วย equilibrated buffer, pH 7.4 ชะ MAb ที่ถูกจับอยู่ในคอลัมน์

ออกด้วย elution buffer, pH 2.7 โดยเก็บทีละส่วน (fraction) ทั้งหมด 24 แฟรกชัน น้าแต่ละแฟ

รกชันมาวัดค่าดูกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร ได้โครมาโตแกรมดังแสดงในภาพที่ 4.2 จากนั้นน้าแต่

ละแฟรกชันมาทดสอบด้วย iELISA โดยวัดค่าดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร เพ่ือต้องการยืนยันว่าหลัง

การท้าให้บริสุทธิ์ MAb ที่บริสุทธิ์ยังมีความสามารถในการท้าปฏิกิริยากับ TC ได้ จากการทดลอง

พบว่า ได้พีคโครมาโตแกรมสอดคล้องกันกับ พีคโครมาโตแกรมของค่าดูกลืนแสงที่ 280 นา โนเมตร 

จากนั้นน้าแฟรกชันหมายเลข 6–8 มารวมกันและน้ามาหาปริมาณแอนติบอดีโดยวิธี BCA Protein 

Assay kit โดยใช้โปรตีน IgG เป็นโปรตีนมาตรฐาน (ภาคผนวก ก. ตารางที่ ก.4 และภาพที่ ก.2) ได้

ปริมาณ MAb ที่บริสุทธิ์เท่ากับ 1.23 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (ภาคผนวก ก. ตารางที่ ก.5) หลังจากนั้น

แบ่งใส่หลอดละ 500 ไมโครลิตร เก็บท่ี –20 องศาเซลเซียส เพ่ือใช้ในการทดลองต่อไป 
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ภาพที่ 4.2 โครมาโตแกรมของ MAb ที่ชะออกมาจากคอลัมน์ HiTrap Protein G HP ที่ค่าดูดกลืน
แสง 280 นาโนเมตร ( ) และ โครมาโตแกรมของ MAb ที่ได้จาก iELISA ที่ค่าดูดกลืน
แสง 450 นาโนเมตร ( ) 

4.3 การเตรียม MAb เชื่อมติดกับอนุภาคทอง (Colloidal gold) ขนาด 20 และ 40 นาโนเมตร  

4.3.1 การเลือกขนาดอนุภาคทองที่เหมาะสมในการเชื่อมติดกับ MAb 

ในการเลือกขนาด Colloidal gold เพ่ือเชื่อมติดกับ MAb ปริมาณของ MAb ที่

เหมาะสมเป็นสิ่งส้าคัญ เนื่องจากปริมาณของ MAb ที่ใช้ในการเชื่อมติดส่งผลถึงความเสถียรของ 

Colloidal gold รวมถึงค่าความไวในระบบของการท้าแถบทดสอบ การหาความเข้มข้นของ MAb ที่

เหมาะสม โดยน้า MAb มาเจือจางให้มีความเข้มข้นเป็น 0–1000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ผสมกับ 

Colloidal gold ขนาด 20 และ 40 ไมโครเมตร จากนั้นเติมสารละลาย NaCl ผสมให้เข้ากันและ

น้าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 520 นาโนเมตร ดังแสดงในภาคผนวก ก. ตารางที่ ก.6 จาก

ภาพที่ 4.3 จะเห็นได้ว่าเมื่อเติมสารละลาย NaCl ลงไป สารละลาย MAb–Colloidal gold จะเปลี่ยน

จากสีม่วงแดงไปเป็นสีม่วงเทา เนื่องจากประจุในสารละลาย  MAb–Colloidal gold มีการ

เปลี่ยนแปลงไป ท้าให้ Colloidal gold ที่ไม่เชื่อมติดกับ MAb  เกิดการจับกันเองและตกตะกอน 

จากนั้นน้าสารละลาย MAb–Colloidal gold ไปวัดค่าการดูดกลืนแสง พบว่าความเข้มข้นของ MAb 
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เหมาะสมในการเชื่อมติดกับ colloidal gold ขนาด 20 และ 40 นาโนเมตรเท่ากับ 125 และ 62.5 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรตามล้าดับ โดยพิจารณาจาก ปริมาณ MAb ที่น้อยที่สุดที่ให้ค่าการดูดกลืนแสง

สูงสูด หรือปริมาณ MAb ที่น้อยที่สุดที่ท้าให้สีของ Colloidal gold ไม่เกิดการเปลี่ยนแปลงยังมีสีม่วง

แดงเหมือนเดิม จากการทดลองหาความเข้มข้นของ MAb ในการเชื่อมติด Colloidal gold ขนาด 20 

และ 40 นาโนเมตร ได้เลือก Colloidal gold ขนาด 40 นาโนเมตรไปท้าการทดลองต่อไป เนื่องจาก

ปริมาณของ MAb ที่ใช้ในการเชื่อมติดน้อยกว่า Colloidal gold ขนาด 20 นาโนเมตร อาจ

เนื่องมาจากพ้ืนที่ผิวของ Colloidal gold ยิ่งมีขนาดเล็ก พ้ืนที่ผิวในการเชื่อมติดก็มากขึ้น ปริมาณ

ของ MAb ที่ใช้ในการเชื่อมติดก็มากจะมากข้ึนตามล้าดับ [39] 

 

ภาพที่ 4.3 ความเข้มข้นของ MAb ที่เหมาะสมในการเชื่อมติดกับ Colloidal gold ขนาด 20 นาโน
เมตร เท่ากับ 125 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ( ) และกับ Colloidal gold ขนาด40 นา
โนเมตร เท่ากับ 62.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ( ) 
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4.3.2 การเชื่อมติด MAb กับอนุภาคทอง (MAb–Colloidal gold) 

จากการทดลองในข้อ 4.3.1 ได้เลือก Colloidal gold ขนาด 40 นาโนเมตรมาเชื่อม

ติดกับ MAb โดยเตรียม MAb ให้มีความเข้มข้น 62.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มาเชื่อมต่อกับ 

Colloidal gold ขนาด 40 จากนั้นน้าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 400–800 นาโนเมตร เพ่ือ

หา max ของ Colloidal gold และ MAb–Colloidal gold พบว่า max ของ Colloidal gold 

ขนาด 40 นาโนเมตร เท่ากับ 520 นาโนเมตร ในขณะที่ MAb–Colloidal gold max  เท่ากับ 530 

นาโนเมตร เมื่อเปรียบเทียบ max ของ Colloidal gold และ MAb–Colloidal gold จะเห็นได้ว่า 

max ของ Colloidal gold เพ่ิมขึ้นจาก 520 นาโนเมตร เป็น 530 นาโนเมตร แสดงว่า MAb มีการ

เชื่อมติดกับ Colloidal gold เนื่องจากเส้นผ่านศูนย์กลางของ MAb–Colloidal gold มีขนาดใหญ่

ขึ้น ส่งผลให้ค่า max  หลังการเชื่อมติดเปลี่ยนแปลงไป ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Zhou (2014) 

ที่มีการเชื่อมต่อแอนติบอดีที่จ้าเพาะต่อคลอแรมฟินิคอลกับ Colloidal gold ขนาด 20 นาโนเมตร มี

ค่า max ของ Colloidal gold และ MAb–Colloidal gold เท่ากับ 528 และ 534 นาโนเมตร

ตามล้าดับ 

ภาพที่ 4.4 โครมาโตแกรมของ Colloidal gold ขนาด 40 นาโนเมตร (─) และ MAb–Colloidal 

gold 40 นาโนเมตร (─)  
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4.4 การเตรียมส่วนประกอบของแถบทดสอบ TC  

ในการศึกษาครั้งนี้เลือกใช้รูปแบบการไหลในแนวระนาบ (Lateral Flow Immuno–

chromatographic Assay; LFIA) และรูปแบบการเกิดปฏิกิริยาใช้รูปแบบแข่งขัน (Competitive 

assay format) เนื่องจาก TC เป็นสารที่มีโมเลกุลขนาดเล็ก ขั้นตอนการเตรียมแถบทดสอบจะใช้ 2 

วิธีคือ วิธีการท้าด้วยมือ (handmade method) และวิธีการท้าด้วยเครื่องจ่ายสารระดับไมโครลิตร  

4.4.1 การหาความเข้มข้นของ TC–BSA หรือ TC–OVA ที่เหมาะสมในการตรึงลง T–line 

ด้วยวิธีการท้าด้วยมือ 

ปัจจัยที่มีผลต่อการหาสภาวะที่เหมาะสมของ T–line พิจารณาจาก ความเข้มข้น

ของ TC–BSA หรือ TC–OVA เนื่องจากความเข้มข้นของ TC–BSA หรือ TC–OVA ที่ตรึงลงบริเวณ 

T–line ส่งผลถึงความเข้มของแถบสีที่เกิดขึ้นและค่าความไวของแถบทดสอบ โดยน้า  TC–BSA ความ

เข้มข้น 0.25, 0.5, 1.0, 1.5 และ 2.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และ TC–OVA ความเข้มข้น 1, 1.5, 2.0, 

2.5 และ 3 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตรึงลงบริเวณ T–line และตรึง GAM ที่ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัม

ต่อมิลลิลิตร เติมลงบริเวณ C–line โดยหยดสารลงบนสันของกระจกสไลด์และประทับลงไปตามล้าดับ 

และใช้ MAb–Colloidal gold ขนาด 40 นาโนเมตร จากนั้น ทดสอบด้วยบัฟเฟอร์ (0.1 % PB–T) 

วิเคราะห์ผลการทดสอบภายในเวลา 10 นาที เปรียบเทียบความเข้มสีของแถบทดสอบที่เกิดขึ้นด้วย

สายตา จากภาพท่ี 4.5 จะเห็นได้ว่าเมื่อความเข้มข้นของ TC–BSA หรือ TC–OVA เพ่ิมขึ้น ความเข้มสี

ที่เกิดขึ้นก็จะเข้มข้ึนด้วย เนื่องจาก MAb–Colloidal gold ที่เคลื่อนที่ผ่าน T–line จะจับกับ TC ที่ถูก

ตรึงได้มากขึ้น ในทางกลับกันถ้าความเข้มข้นของ TC–BSA หรือ TC–OVA น้อย MAb–Colloidal 

gold ที่เคลื่อนที่ผ่าน T–line จะกับกับ T–line ได้น้อยลง ความเข้มสีที่เกิดขึ้นก็จะจางลง จากการ

ทดลองพบว่า ความเข้มข้นของ TC–BSA หรือ TC–OVA ที่เหมาะสมในการตรึงบน T–line คือ 0.5 

มิลลิกรัมต่อ และ 2.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรตามล้าดับ (ภาพที่ 4.5 ก. และ 4.5 ข.) โดยพิจารณาจาก

ความเข้มข้นของ TC–BSA หรือ TC–OVA ที่น้อยที่สุด ที่ให้ความเข้มสีของ T–line ใกล้เคียงกับความ

เข้มสีของ C–line มากที่สุด 
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ภาพที่ 4.5 (ก) แถบทดสอบที่ตรึงด้วยความเข้มข้นของ TC–BSA 0.25–2.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรและ 

(ข) แถบทดสอบที่ตรึงด้วยความเข้มข้นของ TC–OVA 1.0–3.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรบน 
T–lineที่ทดสอบด้วย 0.1 % PB–T 

4.4.2 การหาค่าความไว (Sensitivity) ของแถบทสอบ 

จากการศึกษาหาความเข้มข้น TC–BSA หรือ TC–OVA ที่เหมาะสมในการ

ตรึงลงบน T–line ในข้อ 4.4.1 จึงเลือก TC ที่เชื่อมต่อกับ BSA มาศึกษาต่อโดยพิจารณาจาก

อัตราส่วนการเชื่อมติด (molar ratio) ระหว่าง TC กับโปรตีนพาหะพบว่า TC มีอัตราส่วนการเชื่อม

ติดกับ BSA มากกว่า OVA ดังแสดงในข้อที่ 4.1 และความเข้มข้นที่ใช้ในการตรึงลงบนไนโตรเซลลูโลส 

AE 99 โดย TC–BSA ใช้ความข้นต่้ากว่า TC–OVA ซึ่งปัจจัยเหล่านี้ส่งผลถึงค่าความไวของแถบ

ทดสอบ เตรียมแถบทดสอบโดยน้า TC–BSA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มาตรึงลงบน

บริเวณ T–line ด้วยการประทับโดยใช้กระจกสไลด์ เพ่ือหาค่าความไวของแถบทดสอบในการตรวจ 

TC ในสารละลายบัฟเฟอร์ จากนั้นน้าแถบทดสอบมาทดสอบกับสารละลายมาตรฐาน TC ความ

0.25 0.50 1.0 1.5 2.0 
C 
T TC–BSA (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

GAM : 0.5 (มิลลิกรัมต่อมิลลลิิตร) 

(ก) 

0.1 % PB–T 

1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 
C 
T TC–OVA (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

GAM : 0.5 (มิลลิกรัมต่อมิลลลิิตร) 

(ข) 

0.1 % PB–T 
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เข้มข้น 0–100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร วิเคราะห์ผลการทดสอบภายในเวลา 

10 นาที ด้วยสายตา โดยช่วงการวัด และค่าขีดจ้ากัดของการวัดของแถบทดสอบ รายงานค่าเป็น

ความเข้มข้นของ TC ที่น้อยที่สุดที่ท้าให้ความเข้มสีของ T–line เริ่มจางลงและจางหายไปเมื่อเทียบ

กับความเข้มสี T–line ตัวควบคุม เนื่องจากเมื่อความเข้มข้นของ TC เพ่ิมขึ้น TC ที่อยู่ในสารละลาย

จะแย่งจับกับ MAb–Colloidal gold ที่หยดลงบน Conjugate pad ท้าให้ปริมาณของ MAb–

Colloidal gold ที่เหลืออยู่จับกับ TC ที่ตรึงบริเวณ T–line ได้น้อยลงความเข้มสีจะจางลง แต่ถ้า 

MAb–Colloidal gold ถูกแย่งจับจนหมด เมื่อเคลื่อนที่ผ่าน T–line จะไม่ปรากฏแถบที่ที่บริเวณ T–

line จากภาพที่ 4.6 จะเห็นได้ว่าที่ความเข้มข้นของ TC เท่ากับ 0.1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ความเข้ม

สีที่ T–line ยังปรากฏอย่างชัดเจนเมื่อเทียบกับความเข้มสีของ T–line ที่ความข้นของ TC เท่ากับ 0 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (ตัวควบคุม) และเมื่อความเข้มข้นของ TC เพ่ิมขึ้นเป็น 1 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร ความเข้มสีที่ T–line เริ่มจางลง และจางหายไปที่ TC ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร ดังนั้นช่วงการวัดของแถบทดสอบในการตรวจ TC ในสารละลายบัฟเฟอร์อยู่ในช่วง 1–100 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และมีค่า VLOD เท่ากับ 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  

 
ภาพที่ 4.6 แถบทดสอบที่ทดสอบด้วยสารละลายมาตรฐาน TC ที่ความเข้มข้น 0, 0.1, 1, 10 และ 

100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรใน 0.1% PB-T เพ่ือหาค่าความไวของแถบ  
 
 
 

TC–BSA : 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
GAM : 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

1.0 0 0.1 10 100 

ตัวควบคุม 

สารละลายมาตรฐาน TC (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) ใน 0.1 % 
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4.5 การหาสภาวะท่ีเหมาะสมของแถบทดสอบด้วยเครื่องมือ (บริษัท เซิร์ฟ ไซเอนซ์ จ ากัด) 

จากการหาค่าความไวของแถบทดสอบในข้อ 4.4.2 โดยใช้ TC–BSA ความเข้มข้นที่ 0.5 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และ GAM ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 0.4 ไมโครลิตร ใน

การตรึงลงบริเวณ T–line และ C–line ตามล้าดับ และในส่วนของ Conjugate pad หยดด้วย 

MAb–Colloidal gold ขนาด 40 นาโนเมตร ปริมาตร 2 ไมโครลิตร พบว่าช่วงการวัดและค่าขีดจ้า

จ้ากัดของการวัดของแถบทดสอบนี้ สามารถตรวจวัด TC อยู่ในช่วง 1–100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

และมีค่า VLOD เท่ากับ 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งอยู่ในช่วงค่า MRLs ของ TC 0.1–12 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร แต่การเตรียมแถบทดสอบด้วยมือมีข้อจ้ากัดหลายอย่างเช่น ความสม่้าเสมอหรือการ

ท้าซ้้าในการตรึงสารบริเวณ T–line และ C–line ท้าให้ขนาดของแถบสี รวมถึงความเข้มสีที่ได้ไม่

สม่้าเสมอ และเมื่อต้องการเตรียมในปริมาณมากท้าได้ยากเนื่องด้วยข้อจ้ากัดของเครื่องมือที่ใช้ ดังนั้น

จึงได้ส่งให้ทางบริษัท เซิร์ฟ ไซเอนซ์ จ้ากัด ท้าแถบทดสอบ โดยท้าการพ่น T–line และ C–line และ

ตัดให้ให้มีขนาด 4 มิลลิเมตร 

4.5.1 การหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ TC–BSA ในการพ่นลงบน T–line โดยใช้เครื่อง

จ่ายสารระดับไมโครลิตร 

ท้าการพ่น T–line และ C–line โดยออกแบบการทดลองดังนี้  เตรียมไนโตร

เซลลูโลส AE 99 ส่งให้บริษัทพ่น TC–BSA ที่ความเข้มข้น 0.25, 0.5, 0.75, 1.0 และ 1.25 มิลลิกรัม

ต่อมิลลิลิตร บริเวณ T–line และพ่น GAM ความเข้มข้นเป็น 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ที่บริเวณ C–

line จากนั้นบล็อกด้วยสารละลาย BSA 10 % (w/v) เป็นเวลา 15 นาที น้าไปอบให้แห้งที่อุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นติดลงบน Plastic backing card และตัดให้มีขนาด 4 

มิลลิเมตร น้าแถบทดสอบที่ได้จากบริษัท มาประกอบกับ Conjugate pad ที่หยดด้วย MAb–

Colloidal gold ขนาด 40 นาโนเมตร ที่ไม่ผ่านการเจือจาง ปริมาตร 2 มิลลิลิตร จากนั้นทดสอบด้วย 

0.1 % PB–T วิเคราะห์ผลการทดสอบภายในเวลา 10 นาที ถ่ายภาพภายใต้กล่องควบคุมแสง 

เปรียบเทียบความเข้มสีของ T–line และ C–line ที่เกิดขึ้นด้วยสายตาร่วมกับโปรแกรมอ่านค่าสี 

ImageJ รุ่น 1.47m ผลการทดลองแสดงดังภาพที่ 4.7 ก. จะเห็นได้ว่า เมื่อความเข้มข้นของ TC–BSA 

เพ่ิมขึ้น ความเข้มสีที่ T–line จะเข้มขึ้น และความเข้มสีที่ C–line จะจางลง เนื่องจาก MAb–

Colloidal gold จะจับกับ T–line ได้มากขึ้น และเหลือปริมาณน้อยในการจับกับ C–line ในทางตรง
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ข้ามถ้าความเข้มข้นของ TC–BSA ลดลง ความเข้มสี T–line จะจางลง และความเข้มสีของ C–line 

จะเข้มขึ้น จากผลการทดลองความเข้มข้นที่เหมาะสมในการพ่นลงบริเวณ T–line เท่ากับ 0.25 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยพิจารณาจากความเข้มสีของ T–line ให้มีความเข้มสีใกล้เคียงกับ C–line 

และเมื่อเมื่อน้าไปอ่านค่าสีด้วยโปรแกรม (ภาพที่  4.7 ข.) พบว่าค่าความเข้มสีที่อ่านได้สอดคล้องกับ

การประเมินความเข้มสีด้วยสายตา 

 

ภาพที่ 4.7 (ก) แถบทดสอบที่พ่นด้วย TC–BSA ความเข้มข้น 0.25–1.25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

บริเวณ T–line และ (ข) แสดงค่าความเข้มสีของ T–line ที่พ่นด้วย TC–BSA ความ

เข้มข้น 0.25–1.25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และ C–line จากโปรแกรม imageJ รุ่น 1.47m 

 

(ก) 

0.25 0.5 0.75 1.0 1.25 TC–BSA (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 
GAM : 0.5 (มิลลิกรัมต่อมิลลลิิตร) 
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4.5.2 การหาระดับการเจือจางที่เหมาะสมของ MAb–Colloidal gold 

ปริมาณ MAb–Colloidal gold เป็นอีกตัวแปรหนึ่งที่ส้าคัญในการท้าแถบทดสอบ

ส้าหรับรูปแบบแข่งขัน (Competitive) เนื่องจากปริมาณของ MAb–Colloidal gold ส่งผลถึงค่า

ความเข้มสีที่บริเวณ T–line และส่งผลถึงค่าความไวของแถบทดสอบ ถ้าปริมาณของ  MAb–

Colloidal gold มากเกินไป ท้าให้สารที่ใช้แข่งขันต้องมีปริมาณมากด้วย จากการทดลองในข้อ 4.5.1 

ความเข้มข้นของ T–line ที่เหมาะคือ 0.25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จึงน้ามาศึกษาระดับการเจือจางของ 

MAb–Colloidal gold ต่อ โดยน้า MAb–Colloidal gold ขนาด 40 นาโนเมตร มาเจือจางที่ระดับ

การเจือจาง 1/1, 1/2, 1/3 และ 1/4 จากนั้นใช้ปิเปตหยดสารละลาย MAb–Colloidal gold ที่ระดับ

การเจือจางต่างๆ ลงแผ่นใยแก้ว GF 33 ปริมาตร 2 ไมโครลิตร น้ามาทดสอบด้วย 0.1 % PB–T 

วิเคราะห์ผลการทดสอบภายในเวลา 10 นาที ถ่ายภาพภายใต้กล่องควบคุมแสง เปรียบเทียบความ

เข้มสีของ T–line และ C–line ที่เกิดขึ้นด้วยสายตาร่วมกับโปรแกรมอ่านค่าสี ImageJ รุ่น 1.47m 

ผลการทดลองแสดงดังภาพที่ 4.8 ก. จะเห็นได้ว่าเมื่อ MAb–Colloidal gold ถูกเจือจางเพ่ิมขึ้นความ

เข้มสีที่บริเวณ T–line และ C–line จะจางลง เนื่องจากปริมาณของ MAb–Colloidal gold น้อยลง

ท้าให้ความสามารถในการจับกับ TC–BSA ที่บริเวณ T–line และ GAM ที่บริเวณ C–line ได้น้อยลง 

โดยเฉพาะที่ระดับการเจือจาง 1/4 ความเข้มสีของ T–line และ C–line จางมากที่สุดเมื่อเทียบกับที่

ระดับการเจือจาง 1/1 จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าระดับการเจือจาง MAb–Colloidal gold ที่

เหมาะสมส้าหรับแถบทดสอบนี้คือ ที่ระดับการเจือจาง 1/3 โดยพิจารณาจากความเข้มสีของ T–line 

และ C–line ที่เกิดขึ้นด้วยสายตาร่วมกับโปรแกรมอ่านค่าสี ImageJ รุ่น 1.47m ดังแสดงในภาพที่ 

4.8 ข. จะเห็นได้ว่าค่าความเข้มสีของ T–line และ C–line ที่อ่านได้ของระดับการเจือจาง 1/3 มีค่า

ความเข้มสีใกล้เคียงกันมากที่สุดเมื่อเทียบกับระดับการเจือจางที่ 1/1, 1/2 และ 1/4  
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ภาพที่ 4.8 (ก) แถบทดสอบที่ใช้ MAb–Colloidal gold ที่ระดับการเจือจาง 1/1–1/4 ในการหยดลง

บนแผ่นใยแก้ว GF 33 (ข) แสดงค่าความเข้มสีของ T–line และ C–line ที่ใช้ MAb–

Colloidal gold ที่ระดับการเจือจาง 1/1–1/4 จากโปรแกรม imageJ รุ่น 1.47m 

 
 

ระดับการเจือจาง MAb–Colloidal gold 
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(ก) 

TC–BSA 0.25 
(มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

GAM : 0.5 (มิลลิกรัมต่อมิลลลิิตร) 
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4.5.3 การหาค่าความไว (Sensitivity) ของแถบทดสอบ 

จากการศึกษาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ TC–BSA ในการพ่นบริเวณ T–line และ

ระดับการเจือจางที่เหมาะสมของ MAb–Colloidal gold ได้สภาวะในการเตรียมแถบทดสอบดังนี้ 

TC–BSA ความเข้มข้น 0.25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร GAM ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และ 

MAb–Colloidal gold ทีร่ะดับการเจือจาง 1/3 จากนั้นเตรียมแถบทดสอบที่ตามสภาวะข้างต้น และ

น้ามาทดสอบค่าความไวของแถบทดสอบโดยเตรียมสารละลายมาตรฐาน TC ที่ความเข้มข้น 0, 5, 10, 

20, 40, 60 และ 80 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตรในสารละลาย 0.1 % PB–T ปิเปตสารละลายมาตรฐาน 

TC ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงช่องรับตัวอย่าง วิเคราะห์ผลการทดสอบภายในเวลา 10 นาที 

ถ่ายภาพภายใต้กล่องควบคุมแสง เปรียบเทียบความเข้มสีที่เกิดข้ึนด้วยสายตาร่วมกับโปรแกรมอ่านค่า

สี ImageJ รุ่น 1.47m จากภาพที่ 4.9 ก. จะเห็นได้ว่าเมื่อความเข้มของ TC เพ่ิมขึ้นความเข้มสีที่

บริเวณ T–line จะจางลง เนื่องจากปริมาณ TC ที่อยู่ในสารละลายจะแย่งจับกับ MAb–Colloidal 

gold ท้าให้ MAb–Colloidal gold ไม่เหลือจับกับ TC–BSA ที่ถูกพ่นบริเวณ T–line จึงไม่ปรากฏ

แถบสี จากผลการทดลองพบว่า แถบทดสอบนี้มีช่วงการวัดอยู่ในช่วง 10–40 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร 

และมีค่า VLOD เท่ากับ 10 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร โดยพิจารณาจากความเข้มสีที่บริเวณ T–line เริ่ม

จางลงจนจางหายไป เมื่อน้าไปอ่านค่าความเข้มสีด้วยโปรแกรมอ่านค่าสี ImageJ รุ่น 1.47m ดังแสดง

ในภาพที่ 4.9 ข. พบว่า VLOD แถบทดสอบเท่ากับ 10 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร โดยพิจารณาจาก 

เปอร์เซ็นต์ (%) การลดลงของความเข้มสีที่มากกว่าหรือเท่ากับ 50 % ดังแสดงในตารางที่ 4.1 จะเห็น

ได้ว่าที่ความเข้มข้นของ TC เท่ากับ 10 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร % การลดลงของความเข้มสีเท่ากับ 

58.2 % 
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ภาพที่ 4.9 (ก) แถบทดสอบท่ีทดสอบด้วยสารละลายมาตรฐาน TC ความเข้มข้น 0–80 นาโนกรัมต่อ

มิลลิลิตรใน 0.1% PB-T เพ่ือหาค่าความไวของแถบทดสอบ และ (ข) แสดงค่า % ความ

เข้มสีของ T–line ทีอ่่านด้วยโปรแกรมอ่านค่าสี ImageJ รุ่น 1.47m 

ตารางที่ 4.1 แสดง % ความเข้มสี และ การลดลงของความเข้มสี ที่ความเข้มข้น TC ต่างกันใน 0.1% 

PB-T 

 ความเข้มข้น TC (นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) 

 0 5 10 20 40 60 80 

% ความเข้มสี 100 87.4 41.8 13.1 10.8 6.8 2.3 

% การลดลงของความเข้มสี 0 12.6 58.2 86.9 89.2 93.2 97.7 

(ข) 

0 

สารละลายมาตรฐาน TC (นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) ใน 0.1 % PB–T 
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4.5.4 การหาค่าความจ้าเพาะ (Specificity) ของแถบทดสอบ 

ท้าการทดสอบความจ้าเพาะของแถบทดสอบ โดยน้ามาทดสอบการเกิดปฏิกิริยา

ข้าม กับสารปฏิชีวนะในกุล่ม และสารปฏิชีวนะนอกกลุ่ม สารปฏิชีวนะในกุล่มที่ใช้ในการทดสอบการ

เกิดปฏิกิริยาข้ามได้แก่ Oxytetracycline (OTC), Chlortetracycline (CTC) และ Doxycycline 

(DOX) โดยเตรียมให้มีความเข้มข้นเป็น 0–80 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ในสารละลาย 0.1 % PB–T 

และสารปฏิชีวนะนอกกลุ่มที่ใช้ในการทดสอบการเกิดปฏิกิริยาข้ามได้แก่ Chloramphenicol, 

Norfloxacin และ Gentamycin โดยเตรียมให้มีความเข้มข้นเป็น 1,000 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ใน

สารละลาย 0.1 % PB–T จากนั้นปิเปตสารละลายปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงช่องรับตัวอย่าง 

วิเคราะห์ผลการทดสอบภายในเวลา 10 นาที ถ่ายภาพภายใต้กล่องควบคุมแสง ผลการทดลองแสดง

ดังภาพที่ 4.10 จะเห็นได้ว่า เมื่อความเข้มข้นของสารปฏิชีวนะในกลุ่มท่ีใช้ทดสอบเพ่ิมขึ้นความเข้มสีที่

บริเวณ T–line ยังคงปรากฏไม่จางลง เมื่อเทียบกับแถบทดสอบที่ทดสอบด้วยสารละลายมาตรฐาน 

TC และเมื่อน้ามาทดสอบกับสารนอกกลุ่มก็ยังปรากฏแถบสี ถึงแม้ว่าสารที่ใช้มีความเข้มข้นสูงถึง 

1,000 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ดังแสดงในภาพที่ 4.11 จากการทดลอง ชี้ให้เห็นว่าแถบทดสอบ TC มี

ความจ้าเพาะกับสาร TC เท่านั้น และไม่เกิดปฏิกิริยาข้ามกับสารปฏิชีวนะในกลุ่ม และสารปฏิชีวนะ

นอกกลุ่ม ในช่วงของความเข้มข้นที่ใช้ทดสอบ 
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ภาพที่ 4.10 แถบทดสอบที่ทดสอบปฏิกิริยาข้ามกับสารปฏิชีวนะในกุล่ม TCs (OTC, CTC และ DOX) 
ความเข้มข้น 0–80 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตรในสารละลาย 0.1 % PB–T  
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TC (นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) 

OTC (นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) 

CTC (นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) 

DOX (นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) 
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ภาพที่ 4.11 แถบทดสอบที่ทดสอบปฏิกิริยาข้ามกับสารปฏิชีวนะนอกกลุ่ม ( Chloramphenicol 
Norfloxacin และ Gentamycin) ความเข้มข้น 0–80 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตรใน
สารละลาย 0.1 % PB–T  

4.6 การประเมินประสิทธิภาพของแถบทดสอบ TC ในตัวอย่างน้ าผึ้ง 

 4.6.1 ผลการศึกษาเมทริกซ์ (Matrix effect) ในตัวอย่างน้้าผึ้ง 

Matrix effect เป็นอีกปัจจัยที่มีผลต่อการวิเคราะห์ โดยองค์ประกอบที่อยู่ใน

ตัวอย่างหรือสารสกัดจากตัวอย่างเช่น ตัวท้าละลาย ไขมัน เกลือ และสารอื่น ๆ อาจมีผลต่อการจับกัน

ระหว่างแอนติบอดีกับแอนติเจน ซึ่งส่งผลถึงค่าความไว และความเข้มสีของแถบทดสอบ [36] ซึ่งใน

น้้าผึ้งมีองค์ประกอบหลายอย่างจึงต้องศึกษาผลของ Matrix effect ในตัวอย่างน้้าผึ้ง โดยน้้าผึ้งที่

น้ามาใช้ในการทดลองครั้งนี้เป็นน้้าผึ้งป่าเดือน 5 ที่ได้รับรองมาตรฐานระบบเกษตรอินทรีย์ [40] ว่าไม่

มีการปนเปื้อนของสารเคมี โดยน้้าผึ้งมาเจือจางด้วย 0.1 % PB–T ให้มีระดับการเจือจางเป็น 1/2, 

1/5 และ 1/10 เนื่องจากการเจือจางเป็นอีกวิธีหนึ่งที่ช่วยลดผล Matrix effect ในตัวอย่าง จากนั้น

น้ามาทดสอบกับแถบทดสอบ ผลการทดลองดังแสดงในภาพที่ 4.12 จะเห็นได้ว่า ที่ระดับการเจือจาง

น้้าผึ้ง 1/2 สารละลายน้้าผึ้งไม่สามารถเคลื่อนที่ผ่านไนโตรเซลลูโลสได้ ในขณะที่ระดับการเจือจาง

น้้าผึ้ง 1/5 และ 1/10 สารละลายน้้าผึ้งสามารถเคลื่อนที่จาก Sample pad ผ่านไปยัง Absorbent 

pad ได้ ดังนั้นจึงเลือกระดับการเจือจางน้้าผึ้ง 1/5 โดยพิจารณาจากระดับการเจือจางน้อยที่สุดที่ให้

ความเข้มสีใกล้เคียงกับตัวควบคุม ซึ่งระดับการเจือจางที่ 1/5 นี้ จะใช้ส้าหรับขั้นตอนการเตรียม

ตัวอย่างน้้าผึ้ง เพ่ือใช้ในการประเมินประสิทธิภาพของแถบทดสอบ TC ในตัวอย่างน้้าผึ้งต่อไป 

chloramphenicol  
(นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) 

0 1,000 
Norfloxacin  

(นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) 

0 1,000 
Gentamycin  

(นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) 

0 1,000 
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ภาพที่ 4.12 แถบทดสอบที่ทดสอบด้วยตัวอย่างน้้าผึ้งในที่ระดับการเจือจาง 1/2, 1/5 และ 1/10  
 

4.6.2 การหาค่าความไว (Sensitivity) ของแถบทดสอบในตัวอย่างน้้าผึ้ง 

จากการศึกษาผลของ Matrix effect ในข้อ 4.6.1 ระดับการเจือจางที่เหมาะสมที่

น้ามาศึกษาต่อคือ ระดับการเจือจาง 1/5 โดยน้าแถบทดสอบมาทดสอบค่าความไวกับละลายน้้าผึ้งที่มี

การเติม TC ความเข้มสุดท้ายเป็น 0, 10, 20, 40, 60, 80 และ 100 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นปิ

เปตสารละลายน้้าผึ้งปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงช่องรับตัวอย่าง วิเคราะห์ผลการทดสอบภายในเวลา 

10 นาที ถ่ายภาพภายใต้กล่องควบคุมแสง เปรียบเทียบความเข้มสีที่เกิดขึ้นด้วยสายตาร่วมกับ

โปรแกรมอ่านค่าสี ImageJ รุ่น 1.47m จากภาพที่ 4.13 ก. จะเห็นได้ว่าเมื่อความเข้มของ TC เพ่ิมขึ้น

ความเข้มสีที่บริเวณ T–line จะจางลง เนื่องจากปริมาณ TC ที่อยู่ในสารละลายจะแย่งจับกับ MAb–

Colloidal gold ท้าให้ MAb–Colloidal gold ไม่เหลือจับกับ TC–BSA ที่ถูกพ่นบริเวณ T–line จึง

ไม่ปรากฏแถบสี จากการประเมินแถบทดสอบด้วยสายตา พบว่าแถบทดสอบนี้มีช่วงการวัดอยู่ในช่วง 

20–60 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร และมีค่า VLOD เท่ากับ 20 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร โดยพิจารณาจาก

ความเข้มสีที่บริเวณ T–line เริ่มจางลงจนจางหายไป เมื่อน้าไปอ่านค่าความเข้มสีด้วยโปรแกรมอ่าน

ค่าสี ImageJ รุ่น 1.47m พบว่าค่าขีดจ้ากัดของแถบทดสอบเท่ากับ 20 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ดัง

แสดงในภาพที่ 4.13 ข. โดยพิจารณาจาก เปอร์เซ็นต์ (%) การลดลงของความเข้มสีที่มากกว่าหรือ

เท่ากับ 50 % ดังแสดงในตารางที่ 4.2 โดยที่ความเข้มข้นของ TC เท่ากับ 20 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร 

ระดับการเจือจางน้ าผึ้ง  
ใน 0.1% PB–T 

ตัวควบคุม 1/2 1/5 1/10 

0.1% 
PB–T 
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% การลดลงของความเข้มสีเท่ากับ 60.1 % และเมื่อเทียบค่าความไวของแถบทดสอบในสารละลาย 

0.1 % PB–T จะเห็นได้ว่าค่าความไวของแถบทดสอบลดลงจาก 10 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร เป็น 20 

นาโนกรัมต่อมิลลิลิตรในตัวอย่างน้้าผึ้ง เมื่อพิจารณาค่าความไวของแถบทดสอบ TC ในน้้าผึ้งที่มี

การศึกษาในปี 2015 พบว่ามีความสอดคล้องกันโดยค่าความไวของแถบทดสอบลดลงจาก 5 นาโน

กรัมต่อมิลลิลิตรในสารละลายบัฟเฟอร์ เป็น 10 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตรในตัวอย่างน้้าผึ้ง และเมื่อ

ค้านวณกลับเป็นปริมาณ TC เริ่มต้นในตัวอย่างน้้าผึ้ง มีค่าความไวเท่ากับ 40 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร 

ซึ่งจะเห็นได้ว่าการเจือจางตัวอย่างมีประสิทธิภาพในการลด Matrix effect แต่ก็ส่งผลต่อถึงค่าความ

ไวของแถบทดสอบด้วย [33] จากการทดลองเม่ือค้านวณกลับเป็นปริมาณ TC เริ่มต้นในตัวอย่างน้้าผึ้ง 

(ที่ระดับการเจือจาง 1/5) พบว่าค่าความไวของแถบทดสอบ TC มีค่าเท่ากับ 100 นาโนกรัมต่อ

มิลลิลิตร ถึงแม้ว่าแถบทดสอบจะสามารถตรวจ TC ในน้้าผึ้งได้ในปริมาณที่สูง แต่ค่าที่ได้นั้นยังอยู่

ในช่วงค่า MRLs ของสารกลุ่ม TCs (100–12,000 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) และยังต่้ากว่าค่า MRLs ใน

น้้าผึ้งของประเทศญี่ปุ่นที่ก้าหนดค่าไว้อยู่ที่ 300 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร  
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ภาพที่ 4.13 (ก) แถบทดสอบที่ทดสอบด้วยสารละลายมาตรฐาน TC ความเข้มข้น 0–100 นาโนกรัม

ต่อมิลลิลิตรในสารละลายน้้าผึ้ง เพ่ือหาค่าความไวของแถบทดสอบ และ (ข) แสดงค่า % 
ความเข้มสีของ T–line ทีอ่่านด้วยโปรแกรมอ่านค่าสี ImageJ รุ่น 1.47m  

 
ตารางที่ 4.2 แสดง % ความเข้มสี และ การลดลงของความเข้มสี ที่ความเข้มข้น TC ต่างกันใน

สารละลายน้้าผึ้ง 
 ความเข้มข้น TC (นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) 

 0 10 20 40 60 80 100 

% ความเข้มสี 100 58.8 39.9 26.1 17.7 14.4 9.4 

% การลดลงของความเข้มสี 0 41.2 60.1 73.9 82.4 85.6 90.6 

0 

สารละลายมาตรฐาน TC (นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) ในสารละลายน้ าผึ้ง 
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สารละลายมาตรฐาน TC (นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) ในสารละลายน้ าผึ้ง 
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4.6.3 การหาค่าความถูกต้อง (Accuracy) และความแม่นย้า (Precision) ของแถบทดสอบ 

ท้าการหาปริมาณ TC ที่มีการเติมในตัวอย่างน้้าผึ้ง โดยให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 

0, 10, 20, 40, 60, 80 และ 100 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ปิเปตสารละลายน้้าผึ้งปริมาตร 100 

ไมโครลิตร ลงช่องรับตัวอย่าง วิเคราะห์ผลการทดสอบภายในเวลา 10 นาที ถ่ายภาพภายใต้กล่อง

ควบคุมแสง เปรียบเทียบความเข้มสีที่เกิดขึ้นด้วยสายตาร่วมกับโปรแกรมอ่านค่าสี ImageJ รุ่น 

1.47m จากนั้นน้าค่าความเข้มสีที่ได้จากโปรแกรมอ่านค่าสี  ImageJ รุ่น 1.47m มาท้ากราฟ

มาตรฐานของ TC ในสารละลายน้้าผึ้ง ดังภาพที่ 4.14 (ภาคผนวก ก. ตารางที่ ก. 7) ท้าการหาความ

เข้มข้นของ TC ที่มีการเติมลงไป โดยน้ามาหาค่าความถูกต้องจากการค้านวณ % recovery และ

ความแม่นย้าจากจากการค้านวณ % CV ที่ได้จากการท้า Intra–variation assay และ Inter–

variation assay โดยน้าความเข้มสีของแถบทดสอบที่อ่านด้วยโปรแกรม ImageJ รุ่น 1.47m มา

เทียบกับกราฟมาตรฐานของ TC ในสารละลายน้้าผึ้ง จากการทดลองพบว่าการท้า Intra–variation 

assay ครั้งที่ 1 ค่า% CV อยู่ในช่วง 1.6–8.1 % และ % recovery อยู่ในช่วง 88–120 % ดังแสดงใน

ภาพที่ 4.15 และตารางที่ 4.3 และการท้า Intra–variation assay ครั้งที่ 2 พบว่าค่า % CV อยู่

ในช่วง 0.9–9.2 % และ % recovery อยู่ในช่วง 89.–114 % ดังแสดงในภาพที่ 4.16 และตารางที่ 

4.4 จากนั้นท้าการหา Intra–variation assay ครั้งที่ 3 พบว่าค่า % CV อยู่ในช่วง 1.5–7.8 % และ 

% recovery อยู่ในช่วง 98–116 % ดังแสดงในภาพที่ 4.17 และตารางที่ 4.5 ในการท้า inter–

variation assay พบว่าค่า % CV อยู่ในช่วง 1.0–8.6 % และ % recovery อยู่ในช่วง 93–116 % 

ดังแสดงในตารางที่ 4.6 จากการทดลองท้า Intra–variation assay และ Inter–variation assay 

พบว่าค่า % CV และค่า % recovery อยู่ในช่วงเกณฑ์ที่ยอมรับได้คือไม่เกิน 20 % และ 80–120 % 

ตามล้าดับ ซึ่งจากการทดลองหาค่าความถูกต้องและความแม่นย้าของแถบทดสอบสามารถร่วมกับ

โปรแกรมอ่านค่าสี ImageJ รุ่น 1.47m พบว่าแถบทดสอบสามารถตรวจวัดปริมาณ TC ในตัวอย่าง

น้้าผึ้งได้ 
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ภาพที่ 4.14 กราฟมาตรฐานของ TC ในสารละลายน้้าผึ้งที่ทดสอบด้วยแถบทดสอบ โดยอ่านค่าความ
เข้มสีด้วยโปรแกรมอ่านค่าสี ImageJ รุ่น 1.47m 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

y = -21.02ln(x) + 104.99 
R² = 0.9904 
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ภาพที่ 4.15 การทดสอบ TC ในตัวอย่างน้้าผึ้ง ด้วยแถบทดสอบครั้งท่ี 1 
 
ตารางที่ 4.3 ผลการวิเคราะห์ intra-variation assay ในตัวอย่างน้้าผึ้งครั้งที่ 1 

ปริมาณ TC ที่เติมลงใน
ตัวอย่างน้ าผึ้ง 

(นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) 

Intra assay (n=3) 

ค่าเฉลี่ยปริมาณ TC ที่วัดได้ ± SD  
(นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) 

% recovery % CV 

10 9 ± 0.3 88 3.1 
20 24 ± 1.9 120 8.1 
40 47 ± 0.8 117 1.6 
60 65 ± 1.7 108 2.7 
80 78 ± 2.3 97 2.9 
100 117 ± 3.1 117 2.7 

 

 

 

ซ้ าที ่1 

ซ้ าที ่2 

ซ้ าที ่3 

สารละลายมาตรฐาน TC (นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) ในตัวอย่างน้ าผึ้ง 

0 10 60 80 100 20 40 



 
 

 

68  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.16 การทดสอบ TC ในตัวอย่างน้้าผึ้ง ด้วยแถบทดสอบครั้งท่ี 2 

 
ตารางที่ 4.4 ผลการวิเคราะห์ intra-variation assay ในตัวอย่างน้้าผึ้งครั้งที่ 2 

ปริมาณ TC ที่เติมลงใน
ตัวอย่างน้ าผึ้ง 

(นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) 

Intra assay (n=3) 

ค่าเฉลี่ยปริมาณ TC ที่วัดได้ ± SD 
(นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) 

% recovery % CV 

10 9 ± 0.8 89 9.2 
20 22 ± 0.7 109 3.0 
40 43 ± 2.1 107 4.8 
60 67 ± 0.6 111 0.9 
80 79 ± 1.3 99 1.6 
100 114 ± 1.5 114 1.3 

 

 

 

ซ้ าที ่1 

ซ้ าที ่2 

ซ้ าที ่3 

สารละลายมาตรฐาน TC (นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) ในตัวอย่างน้ าผึ้ง 
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ภาพที่ 4.17 การทดสอบ TC ในตัวอย่างน้้าผึ้ง ด้วยแถบทดสอบครั้งที่ 3 
 

ตารางที่ 4.5 ผลการวิเคราะห์ intra-variation assay ในตัวอย่างน้้าผึ้งครั้งที่ 3 

ปริมาณ TC ที่เติมลงใน
ตัวอย่างน้ าผึ้ง 

(นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) 

Intra assay (n=3) 

ค่าเฉลี่ยปริมาณ TC ที่วัดได้ ± SD  
(นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) 

% recovery % CV 

10 10 ± 0.8 102 7.8 
20 22 ± 0.9 112 4.1 
40 47 ± 1.4 116 2.9 
60 65 ± 1.0 108 1.5 
80 79 ± 1.2 98 1.5 
100 116 ± 2.0 116 1.7 
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ตารางที่ 4.6 ผลการวิเคราะห์ inter-variation assay ในตัวอย่างน้้าผึ้ง 

ปริมาณ TC ที่เติมลงใน
ตัวอย่างน้ าผึ้ง 

(นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) 

Inter assay (n=3) 

ค่าเฉลี่ยปริมาณ TC ที่วัดได้ ± SD  
(นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร)) 

% recovery % CV 

10 9 ± 0.8 93 8.6 
20 23 ± 1.1 113 5.0 
40 45 ± 2.2 113 4.9 
60 65 ± 1.1 109 1.6 
80 78 ± 0.8 98 1.0 
100 116 ± 1.5 116 1.3 

 

4.6.4 การวิเคราะห์ TC ในน้้าผึ้งที่มีจ้าหน่ายในไทย 

การศึกษาประเมินประสิทธิภาพของแถบทดสอบ น้าแถบทดสอบมาทดสอบกับ
ตัวอย่างน้้าผึ้งที่วางจ้าหน่ายในไทย 10 ตัวอย่าง (นผ. 1–นผ. 10) เตรียมตัวอย่างน้้าผึ้งโดยใช้ระดับ
การเจือจาง 1/5 จากนั้นปิเปตสารละลายน้้าผึ้งปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงช่องรับตัวอย่าง วิเคราะห์
ผลการทดสอบภายในเวลา 10 นาที ถ่ายภาพภายใต้กล่องควบคุมแสง เปรียบเทียบความเข้มสีที่
เกิดข้ึนด้วยสายตาร่วมกับโปรแกรมอ่านค่าสี ImageJ รุ่น 1.47m ผลการทดลองแสดงดังภาพที่ 4.18 
จะเห็นได้ว่าแถบทดสอบแสดงผลเป็นลบทั้งหมด เนื่องจากที่บริเวณ T–line ปรากฏแถบสีม่วงแดง
อย่างชัดเจนเมือเทียบกับตัวควบคุม จากนั้นน้าแถบทดสอบไปอ่านค่าความเข้มสีด้วยโปรแกรมอ่านค่า
สี ImageJ รุ่น 1.47m น้าค่าความเข้มสีที่อ่านได้เทียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของ TC ในสารละลาย
น้้าผึ้ง ดังภาพที่ 4.13 พบว่าน้้าผึ้งทั้ง 10 เครื่องหมายค้า ตรวจพบสาร TC น้อยกว่า 100 นาโนกรัม
ต่อมิลลิลิตร ดังแสดงในตารางที่ 4.6  
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ภาพที่ 4.18 ตัวอย่างน้้าผึ้งที่ทดสอบด้วยแถบทดสอบ TC ประเมินความเข้มสีแถบทดสอบโดยใช้

สายตา 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

นผ. 1 

ตัวอย่างน้ าผึ้งที่มีจ าหน่ายในไทย 

นผ. 2 นผ. 3 นผ. 4 นผ. 5 

นผ. 6 นผ. 8 นผ. 7 นผ. 9 นผ. 10 

ตัวควบคุม 

ตัวควบคุม 
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ตารางที่ 4.6 การใช้โปรแกรมอ่านค่าสีของแถบทดสอบในการวัดปริมาณ TC ในน้้าผึ้ง 

ตัวอย่างน้ าผึ้งที่มีจ าหน่ายในไทย ปริมาณ TC ที่วัดได้ (นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) 

นผ. 1  100 

นผ. 2  100 

นผ. 3  100 

นผ. 4  100 

นผ. 5  100 

นผ. 6  100 

นผ. 7  100 

นผ. 8  100 

นผ. 9  100 

นผ. 10  100 

หมายเหตุ: นผ. แทนเครื่องหมายการค้าของน้้าผึ้ง 
 



 
 

 

บทที ่5 

สรุปผลการวิจัย และข้อเสนอแนะ 

สรุปผลการวิจัย 

การพัฒนาอิมมูโนโครมาโทกราฟีส้าหรับตรวจวัด TC ในน้้าผึ้ง รูปแบบการไหลในแนวระนาบ 
และใช้หลักการเกิดปฏิกิริยาแบบแข่งขัน ขั้นตอนการเตรียมแถบทดสอบจะใช้ 2 วิธีคือ วิธีการท้าด้วย
มือ (handmade method) และวิธีการท้าด้วยเครื่องจ่ายสารระดับไมโครลิตร โดย Sample pad 
และ Absorbent pad ใช้แผ่นใยแก้ว Standard 17 และ Cotton linter CF 7 100 % ตามล้าดับ 
จากการหาสภาวะที่เหมาะสมของ TC–BSA และ TC–OVA ในการตรึงลงบริเวณ T–line จึงเลือก 
TC–BSA ที่ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และ GAM ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
ปริมาตร 0.4 ไมโครลิตร มาตรึงบนไนโตรเซลลูโลส AE 99 บริเวณ T–line และ C–line โดยการ
ประทับด้วยกระจกสไลด์ ตามล้าดับ ส้าหรับใช้เป็น Analytical pad จากนั้นตรึง MAb–Colloidal 
gold ขนาด 40 นาโนเมตร ปริมาตร 2 ไมโครลิตร บน Conjugate pad ที่เป็นแผ่นใยแก้ว GF 33 น้า
แถบทดสอบมาหาค่าความไวด้วยสารละลายมาตรฐาน TC ใน 0.1 % PB–T โดยประเมินผลด้วย
สายตา พบว่าช่วงการวัดของแถบทดสอบ TC อยู่ในช่วง 1–100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และมีค่า 
VLOD เท่ากับ 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มิลลิลิตร จากนั้นเตรียมแถบทดสอบ TC ด้วยวิธีการใช้เครื่อง
จ่ายสารระดับไมโครลิตร เนื่องจากการเตรียมแถบทดสอบด้วยมือมีข้อจ้ากัดหลายอย่างเช่น ความ
สม่้าเสมอหรือความเสถียรในการประทับสาร ท้าให้ขนาดของแถบสี รวมถึงความเข้มสีที่ได้ไม่
สม่้าเสมอ และเมื่อต้องการเตรียมในปริมาณมากท้าได้ยากเนื่องด้วยข้อจ้ากัดของเครื่องมือที่ใช้ 
จากนั้นท้าการพ่นสารละลาย TC–BSA และ GAM ความเข้มข้น 0.25 และ 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
บน Analytical pad ที่บริเวณ T–line และ C–line ตามล้าดับ โดยใช้อัตราการพ่น 1 ไมโครลิตรต่อ
เซนติเมตร จากนั้นพ่น MAb–Colloidal gold ขนาด 40 นาโนเมตร ที่ระดับการเจือจาง 1/3 บน 
Conjugate pad โดยใช้อัตราการพ่น 5 ไมโครลิตรต่อเซนติเมตร น้าแถบทดสอบมาหาค่าความไวด้วย
สารละลายมาตรฐาน TC ใน 0.1 % PB–T โดยประเมินผลด้วยสายตาร่วมกับโปรแกรมอ่านค่าสี 
พบว่าช่วงการวัดของแถบทดสอบ TC อยู่ในช่วง 10–40 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร และมีค่า VLOD 
เท่ากับ 10 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร เมื่อน้าแถบทดสอบ TC มาทดสอบปฏิกิริยาข้ามกับสารปฏิชีวนะใน
กลุ่ม TCs และสารปฏิชีวนะนอกกลุ่ม TCs พบว่าแถบทดสอบ TC ไม่เกิดปฏิกิริยาข้ามกับสาร
ปฏิชีวนะในกลุ่มและนอกกลุ่มในช่วงของความเข้มข้นที่น้ามาทดสอบ จากนั้นน้าแถบทดสอบ TC มา
ตรวจหา TC ตกค้างในตัวอย่างน้้าผึ้ง โดยประเมินผลด้วยสายตาร่วมกับโปรแกรมอ่านค่าสี พบว่าช่วง
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การวัดของแถบทดสอบ TC อยู่ในช่วง 20–60 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร และมีค่า VLOD เท่ากับ 20 นา
โนกรัมต่อมิลลิลิตร (หรือเท่ากับ 100 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตรในตัวอย่างน้้าผึ้ง ก่อนการเจือจาง 5 เท่า 
เพ่ือลด matrix effect) จากการทดสอบความถูกต้องและความแม่นย้าของแถบทดสอบ TC พบว่ามี
ค่า % recovery และ ค่า % CV อยู่ในช่วง 93–116 % และ 1.0–8.6 % ตามล้าดับ แสดงให้เห็นว่า
แถบทดสอบที่พัฒนาขึ้นอยู่ในเกณฑ์การเชื่อมั่นและยอมรับได้ จากนั้นน้าแถบทดสอบ TC มาทดสอบ
กับน้้าผึ้งที่มีจ้าหน่ายในไทยจ้านวน 10 เครื่องหมายการค้า พบว่าน้้าผึ้งทั้ง 10 เครื่องหมายการค้า 
ตรวจพบสารตกค้าง TC ในน้้าผึ้ง น้อยกว่า 100 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งค่าที่ได้นั้นอยู่ในช่วงค่า 
MRLs ของสารกลุ่ม TCs (100–12,000 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) และสามารถตรวจ TC ได้ต่้ากว่าค่า 
MRLs ในน้้าผึ้งของประเทศญี่ปุ่น ที่ก้าหนดค่าไว้อยู่ที่ 300 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ดังนั้นจากศึกษาใน
ครั้งนี้แถบทดสอบ TC สามารถน้าไปประยุกต์ใช้ตรวจวัด TC ในน้้าผึ้งได้ 
 

ข้อเสนอแนะ 

เนื่องจากแถบทดสอบ TC เป็นวิธีการตรวจคัดกรองเบื้องต้น ซึ่งรายงานผลในเชิงคุณภาพ 
และกึ่งปริมาณ หากต้องการให้แถบทดสอบมีค่าความไวสูงขึ้น อาจต้องมีการเปลี่ยนแอนติบอดี 
เนื่องจากค่าความไวของแถบทดสอบขึ้นอยู่กับความสามารถของแอนติบอดี  นอกจากนี้แถบทดสอบ 
TC ยังสามารถน้าไปประยุกต์ใช้กับผลิตภัณฑ์อาหารอื่น ๆ เช่น น้้านม หรือเนื้อสัตว์ได้ 
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ภาคผนวก ก 

ตารางที่ ก.1 ค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 562 นาโนเมตร ของสารละลายมาตรฐานโปรตีนด้วยวิธี 
BCA Protein assay kit 

ความเข้มข้นของ BSA  
(มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

ค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น  
562 นาโนเมตร 

0 0 
0.1 0.097 
0.2 0.206 
0.4 0.415 
0.6 0.609 
0.8 0.783 
0.1 1.041 

 

ภาพที่ ก.1 กราฟมาตรฐานของสารละลายโปรตีน BSA ด้วยวิธี BCA 
 
 

y = 1.0179x 
R² = 0.9982 
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ความเข้มข้นของ BSA (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 
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ตารางที่ ก.2 ปริมาณโปรตีนของสาร TC–BSA และTC–OVA โดยวิธ ีBCA Protein Assay kit 

ตารางที่ ก.3 ค่าสัมประสิทธิ์การดูดกลืนแสง () ของสาร 

การค้านวณหาอัตราส่วนการเชื่อมติดของ TC ที่เชื่อมต่อกับ BSA และ OVA ด้วยวิธีการสแกนความ
ยาวคลื่น 
ตัวอย่างการค้านวณโมเลกุลการเชื่อมติด 
 
 
 
เพราะฉะนั้นโมเลกุลการเชื่อมติด TC กับ BSA เท่ากับ 4.19 : 1 
 
 
 

อัตราส่วนการเจือจาง 
ค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 

562 นาโนเมตร 
ปริมาณโปรตีน 

(มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

TC–BSA TC–OVA TC–BSA TC–OVA 

1/5 0.74 0.98 3.71 4.38 
1/10 0.38 0.54 3.75 5.43 
1/20 0.21 0.27 4.11 5.42 

ค่าเฉลี่ย 3.86 5.20 

สาร 
Molecular 

weight 
(ดาลตัน)  

ความเข้มข้น 
(มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร) 

ความเข้มข้น 
(ไมโครโมลาร์; 

µM) 

ค่าดูดกลืนแสงท่ี
ความยาวคลื่น 
358 นาโนเมตร 

ค่าสัมประสิทธิ์
การดูดกลืนแสง 

() 

TC-HCl 480.91 0.125 0.260 3.0138 23,190 

OVA 45000 3 0.067 0.0505 1,515 
BSA 66000 3 0.045 0.0456 2,006 

TC-OVA 45480 3 0.088 1.2097 36,678 
TC-BSA 66480 3 0.038 2.2372 99,153 

โมเลกุลการเชื่อมติด TC กับ BSA= 
99,153 – 2,006 = 4.19 

23,190 
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ตารางที่ ก.4 ค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 562 นาโนเมตร ของสารละลายมาตรฐานโปรตีน IgG 
ด้วยวิธี BCA Protein assay kit 

ความเข้มข้นของ IgG  
(มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

ค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 
 562 นาโนเมตร 

0 0.000 
0.1 0.222 
0.2 0.420 
0.4 0.777 
0.6 1.075 
0.8 1.314 
0.1 1.654 

 

ภาพที่ ก.2 กราฟมาตรฐานของสารละลายโปรตีน IgG ด้วยวิธี BCA 
 
 
 
 
 

y = 1.7047x 
R² = 0.9883 
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ความเข้มข้นของ IgG (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 
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ตารางที่ ก.5 ปริมาณโปรตีนของอาหารเลี้ยงเซลล์ก่อน และหลังการท้าให้บริสุทธิ์ด้วยวิธี BCA 
Protein Assay kit 

แอนติบอดี อัตราส่วนการ
เจือจาง 

ค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาว
คลื่น 562 นาโนเมตร 

ปริมาณโปรตีน 
(มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

ก่อนท้าให้
บริสุทธิ์ 

1/4 0.727 1.71 

1/10 0.312 1.83 
 ค่าเฉลี่ย 1.77 

Purified MAb 
1/4 0.502 1.18 
1/8 0.274 1.29 

 ค่าเฉลี่ย 1.23 

 
ตารางที่ ก.6 ค่าดูดกลืนแสงของ MAb ที่ความเข้มข้นต่างๆ ในการเชื่อมติดกับอนุภาคทองขนาด 20 

และ 40 นาโนเมตร 

ความเข้มข้นของ MAb 
(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

ค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 520 นาโนเมตร 

อนุภาคทอง 
ขนาด 20 นาโมเมตร 

อนุภาคทอง 
ขนาด 40 นาโมเมตร 

0 0.430 0.438 
0.98 0.438 0.451 
1.95 0.438 0.449 
3.91 0.427 0.452 
7.81 0.421 0.456 
15.63 0.429 0.461 
31.25 0.500 0.497 
62.50 0.587 0.769 
125 0.702 0.777 
250 0.705 0.781 
500 0.700 0.790 
1000 0.702 0.796 
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ตารางที่ ก.7 % ค่าความเข้มสีของแถบทดสอบสารละลายมาตรฐาน TC ที่อ่านด้วยโปรแกรม ImageJ 
รุ่น 1.47m 

ปริมาณ TC  
(นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) 

∆ ความเข้มสีของ T–line 
(T–T0) 

% ความเข้มสีของ T–line 

0 45.9 100 
10 27.0 58.8 
20 18.3 39.9 
40 12.0 26.1 
60 8.1 17.6 
80 6.6 14.4 
100 4.3 9.4 

 



 
 

 

ภาคผนวก ข 

การเตรียมสาร 

ข.1 การเตรียมสารละลายส้าหรับการเชื่อม TC กับ โปรตีนพาหะ BSA และ OVA 

1) 0.1 M MES, pH 4.7 ที่มี 0.15 M NaCl 

MES monohydrate 21.33 กรัม 

NaCl 8.77 กรัม 

น้้ากลั่น 1 ลิตร 

ปรับ pH ให้ได 7.4 ด้วย1 M HCl หรือ 1 M NaOH 

2) 37 % (v/v) Formaldehyde 

40 % Formaldehyde 925 ไมโครลิตร 

ปรับปริมาตรด้วยน้้ากลั่นให้เป็น 1 มิลลิลิตร 

ข.2 การเตรียมอาหารเลี้ยงเซลล์ 

1) อาหารเลี้ยงเซลล์RPMI 1640 

RPMI 1640  10.43 กรัม 

NaHCO3 2 กรัม 

L-glutamine 0.1 กรัม 

Glucose 2 กรัม 

Sodium pyruvate 0.11 กรัม 

Distilled water 1 ลิตร 

ละลายสารทุกอย่างในน้้ากลั่น ผสมให้เข้ากัน กรองด้วยกระดาษกรอง ขนาด 0.22 ไมโครเมตร 

เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

2) น้้ายาเก็บเซลล์แชแข็งในไนโตรเจนเหลว (Freezing medium) 

อาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640 90 มิลลิลิตร 

Dimethyl sulfoxide (DMSO) 10 มิลลิลิตร 

ผสมให้เขา้กัน แล้วน้าไปแชที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (ขณะใช้งานควรแช่ในน้้าแข็ง) 
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ข.3 การเตรียมสารละลาย ส้าหรับใช้ในการท้าแอนติบอดีให้บริสุทธิ์ 

1) 20 mM sodium phosphate, pH 7.0 (equilibrated buffer) 

Na2HPO4•12H2O 2.85 กรัม 

NaH2PO4•H2O 1.65 กรัม 

ละลายในน้้ากลั่น  1  ลิตร 

กรองด้วยกระดาษกรอง ขนาด 0.22 ไมโครเมตร เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

2) 0.1 M Glycine-HCl buffer, pH 2.7 (eluted buffer) 

Glycine-HCL 7.5 กรัม 

ละลายในน้้ากลั่น 1 ลิตร 

ปรับ pH ให้ได 2.7 ด้วย 6 M HCl น้าไปกรองด้วยกระดาษกรอง ขนาด 0.22 ไมโครเมตร เก็บไวที่

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

3) 1 M Tris-HCl buffer, pH 9.0 (neutralized buffer) 

Tris base 121.1 กรัม 

ละลายในน้้ากลั่น 1 ลิตร 

ปรับ pH ให้ได 9.0 ด้วย6 M HCl น้าไปกรองด้วยกระดาษกรอง ขนาด 0.22 ไมโครเมตร เก็บไวที่

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

ข.4 การเตรียมสารละลายส้าหรับใช้ในเทคนิค ELISA 

1) 0.2 M Phosphate buffer, pH 7.4 (PB stock) 

Na2HPO4•12H2O 71.63 กรัม ละลายในน้้ากลั่น 100 มิลลิลิตร 

NaH2PO4•H2O 27.60 กรัม ละลายในน้้ากลั่น 1000 มิลลิลิตร 

น้าสารละลาย Na2HPO4 มาไทเทรตด้วยสารละลาย NaH2PO4 จนได้ pH 7.4. (เก็บเป็น stock) 

2) 0.01 M Phosphate buffer saline, pH 7.4 (PBS) 

PB stock  1  ลิตร 

NaCl  175.2  กรัม 

ปรับปริมาตรด้วยน้้ากลั่นให้เป็น 20 ลิตร 
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3) 0.05 % (v/v) Tween-20 ใน PBS (PBS–T) 

Tween–20 0.5  มิลลิลิตร 

PBS 1000 มิลลิลิตร 

4) 5 % นมพรองมันเนย 

นมพรองมันเนย  5  กรัม 

PBS 100  มิลลิลิตร 

5) 205 mM potassium citrate buffer, pH 4.0   

Citric acid 43.1 กรัม ละลายในน้้ากลั่น 100 มิลลิลิตร 

Potassium citrate  66.5 กรัม ละลายในน้้ากลั่น 100 มิลลิลิตร 

น้าสารละลาย Citric acid มาไทเทรตด้วยสารละลาย potassium citrate จนได้ pH 4.0 เก็บไวที่

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

6) สับเสตรตTMB  

3, 3’, 5, 5’-Tetramethylbenzidine (TMB) 2.5 มิลลิกรัม (ละลายใน DMSO 250 

ไมโครลิตร)  

205 mM potassium citrate buffer, pH 4.0 10 มิลลิลิตร 

30% H2O2 3.5 ไมโครลิตร 

7) 1 M H2SO4 (stop solution) 

H2SO4 102 มิลลิลิตร 

ปรับปริมาตรด้วยน้้ากลั่นให้เป็น 1 ลิตร 

ข.5 การเตรียมสารละลายส้าหรับใช้ในเทคนิค ICA 

1) 0.01 M phosphate buffer, pH 7.4 (PB) 

0.2 M Phosphate buffer, pH 7.4 (PB 

stock) 

50 มิลลิลิตร 

ปรับปริมาตรด้วยน้้ากลั่นให้เป็น 1 ลิตร 
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2) 0.1% (v/v) Tween-20 ใน PB (PBT) 

Tween–20 1 มิลลิลิตร 

0.01 M phosphate buffer, pH 7.4 (PB) 1 ลิตร 

3) 2 mM sodium borate buffer, pH 8.2 (BB) 

Sodium tetraborat 0.76 กรัม 

ละลายในน้้ากลั่น 1 ลิตร 

ปรับ pH ให้ได 8.2 ด้วย 1 M HCl 

4) 0.2 M sodium carbonate 

Sodium carbonate 2.12 กรัม 

ละลายในน้้ากลั่น 100 มิลลิลิตร 

5) 10% (w/v) NaCl 

NaCl 10 กรัม 

ละลายในน้้ากลั่น 100 มิลลิลิตร 

6) 5% (w/v) BSA 

BSA 500 มิลลิกรัม 

BB, pH 8.2 10 มิลลิลิตร 

7) 2% (w/v) sucrose 

Sucrose 200 มิลลิกรัม 

BB, pH 8.2 10 มิลลิลิตร 

8) 1% (w/v) BSA ใน PB–T (blocking solution) 

BSA  100 มิลลิกรัม 

PB–T 10 มิลลิลิตร 



 
 

 

ภาคผนวก ค 

 

 
 

ภาพที่ ค.1 ใบรับรองการวิเคราะห์อนุภาคทองขนาด 20 นาโนเมตร 
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ภาพที่ ค.2 โครมาโตแกรมของอนุภาคทองขาด 0 นาโนเมตร 
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ภาพที่ ค.3 ใบรับรองการวิเคราะห์อนุภาคทองขนาด 40 นาโนเมตร 
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ภาพที่ ค.4 โครมาโตแกรมของอนุภาคทองขาด 40 นาโนเมตร 
 

 



 
 

 

94  

 

 

 
ประวัติผู้เขียนวิทยา นิพนธ์ 
 

ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ์ 

 

นายนิติกร เจ๊ะยอเด เกิดเมื่อวันที่ 12 มกราคม พ.ศ. 2533 ที่จังหวัด กรุงเทพมหานคร 
ส้าเร็จการศึกษาหลักสูตรวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาเทคโนโลยีการหมัก จากคณะอุตสาหกรรม
เกษตร สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบัง ในปีการศึกษา 2554 และเข้า
ศึกษาต่อในหลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร์ 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ในปีการศึกษา 2557 น้าเสนอผลงานวิชาการระดับนานาชาติ ในหัวข้อ
เรื่อง Lateral Flow Immunochromatographic Assay (LFIA) for the Detection of 
Tetracycline ในการประชุมวิชาการเสนอผลงานวิจัยบัณฑิตศึกษา ระดับชาติและนานาชาติ 
2560 ณ อาคารพจน์ สารสิน มหาวิทยาลัยขอนแก่น วันที่ 10 มีนาคม 2560 
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