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บทคัดย่อภาษาไทย 
 

น้ านมวัวเป็นอาหารหลักท่ีส าคัญชนิดหนึ่งส าหรับทั้งเด็กและผู้ใหญ่ อย่างไรก็ตามมีการพบว่ามีเด็กบางคน
ไม่สามารถบริโภคน้ านมวัวได้เนื่องจากมีอาการแพ้ ซึ่งมีสาเหตุส่วนใหญ่มาจากการแพ้เคซีน (casein, CN) ที่พบ
มากถึง 80% ของโปรตีนในน้ านม ดังนั้นผู้บริโภคกลุ่มนี้ต้องหลีกเลี่ยงการบริโภคน้ านมวัวหรืออาหารที่มีน้ านมวัว
เป็นส่วนผสม ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือจะสร้างมอนอโคลนที่สามารถผลิตมอนอโคลนอลแอนติบอดี 
(MAb) ต่อเคซีนจากวัว ที่มีลักษณะสมบัติเหมาะสมส าหรับน ามาใช้เตรียมชุดตรวจเคซีน โดยได้ท าการฉีดกระตุ้น
หนูทดลองและเตรียมเซลล์ไฮบริโดมาด้วยวิธีการหลอมรวมเซลล์ที่ใช้กันทั่วไป พบว่าสามารถเตรียม MAb ได้ทั้งสิ้น 
60 มอนอโคลน จากเซลล์หลุมต้นก าเนิด 13 หลุม จากการศึกษาลักษณะสมบัติพบว่า MAb มีไอโชไทป์เป็น IgG1 
46 โคลน IgG2a 5 โคลน และ IgM 9 โคลน แยกเป็นกลุ่มได้เป็น 7 กลุ่มตามความจ าเพาะในการจับกับเคซีนชนิด

ต่างๆ ได้แก่ CN, s-CN, -CN, -CN รวมทั้งแลกโตโกลบูลินและโอวัลบูมิน จึงได้ท าการคัดเลือก MAb มา 10 
ตัว ที่จับ CN ได้แต่ไม่จับกับแลกโตโกลบูลินและโอวัลบูมิน ไปศึกษาความจ าเพาะของ MAb ต่ออิพิโทปที่ต่างกัน
บนโมเลกุลของ CN พบว่ามี  MAb 8 ตัวที่อาจจับกับ CN ที่อิพิโทปต่างกันได้แก่ CN1F4, CN3F4, CN5F4, 
CN10F4, CN11F4, CN12F4, CN16F4 และ CN20F4 น า MAb ทั้ง 8 ตัวมาทดสอบความไวในการตรวจ     
เคซีนจากวัวด้วยวิธี indirect enzyme-linked immunosorbent assay พบว่ามีค่าความเข้มข้นในการยับยั้งที่ 
50% (IC50) อยู่ในช่วง 6.1 – 21.5 นาโนกรัมต่อมิลลิตร  โดย MAb CN1F4 มีความไวสูงสุดซึ่งมีค่าขีดจ ากัดในการ
ตรวจและ IC50 เท่ากับ 2.46  0.01 และ 17.01  4.29 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ ดังนั้นจึงเลือก MAb 
CN1F4 ส าหรับการศึกษาต่อไป 
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บทคัดย่อภาษาอังกฤษ 
 

Cow milk is an important source of foods for both children and adults. However, it has 
Cow milk is an important source of foods for both children and adults. However, it has been 
found that some children are allergic to cow milk. This allergy is mainly caused by casein (CN) 
which can be found up to 80% of the total milk proteins. Therefore, these consumers must 
avoid cow milk and foods containing cow milk and drink other types of milk. However, due to 
the low price of cow milk, it can be mixed with other types of milk. Therefore, a simple method 
is required for cow milk detection. Currently, the most widely used screening test is antibody 
based method in the form of strip test or lateral flow immunoassay because it is easy to use, 
convenient and inexpensive. Of the research, the objective was to generate monoclones which 
produce monoclonal antibody (MAb) that is specific to cow casein and is suitable for detection 
purpose. Mice were immunized and conventional cell fusion between splenocytes and 
myeloma cells was performed to generate hybridoma cells which were screened to obtain 60 
monoclones from thirteen originated clones. Among the 60 MAbs, 46 MAbs were found to be 
IgG1 isotype while 5 MAbs and 9 MAbs were found to be IgG2a and IgM isotype, respectively.  
The MAbs were categorized into 7 groups depending on the ability to bind with different types 
of CNs such as mixed form of CN, s-CN, -CN, -CN and with lactoglobulin as well as with 
ovalbumin. Ten MAbs were selected for further study because they bound with CNs and did 
not bind with lactoglobulin and ovalbumin. Binding ability of the MAbs on different sites or 
epitopes of CN was studied. Eight MAbs such as CN1F4, CN3F4, CN5F4, CN10F4, CN11F4, 
CN12F4, CN16F4 และ CN20F4 were found to bind at different epitopes. Sensitivity of the 
selected MAbs was studied using an indirect enzyme-linked immunosorbent assay. The 50% 
inhibition concentration (IC50) was found to be in a range of 6.1 – 21.5 ng/ml. The most sensitive 
Mab was CN1F4 of which the limit of detection (LOD) and IC50 were 2.46  0.01 µg/mL and 
17.01  4.29 µg/mL, respectively. As a results, MAb CN1F4 was chosen for further studies. 
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1.  บทน ำ (Introduction) 
 

1.1 ควำมส ำคัญและที่มำของปํญหำที่ท ำกำรวิจัย 
 
เคซีน เป็นโปรตีนชนิดหนึ่งที่มีปริมาณมากในน้้านม ซึ่งพบมากถึง 80% ของโปรตีนทั้งหมด ในปัจจุบัน

นี้ได้มีการน้าน้้านมมาใช้เป็นวัตถุดิบส้าหรับผลิตอาหารหลายๆ ประเภท แต่พบว่ามีผู้ที่แพ้เคซีนที่อยู่ในนมอยู่
เป็นจ้านวนไม่น้อย โดยเฉพาะในกลุ่มเด็กทารก ท้าให้บุคคลเหล่านี้จ้าเป็นต้องหลีกเลี่ยงนมและผลิตภัณฑ์นม
หรืออาหารที่มีนมเป็นองค์ประกอบอยู่ โดยอาการแพ้ที่พบจะมีอาการแตกต่างกันออกไปตามแต่บุคคล อาการ
ที่พบเช่น เกิดอาการบวมของลิ้น ปาก ใบหน้า ผื่นคัน น้้ามูกไหล ไอ ระคายเคืองที่ตา เป็นต้น แต่ในบางรายที่
พบอาการหนัก เช่น แน่นหน้าอก หายใจไม่ออก และอาจถึงขั้นเสียชีวิตได้ ดังนั้นผู้ที่แพ้เคซีนนี้จึงต้อง
ระมัดระวังไม่รับประทานอาหารที่มีนมเป็นส่วนผสม แต่อย่างไรก็ตามอาหารหลายชนิดไม่ได้มีการแจ้งส่วนผสม
ดังกล่าวไว้ จึงต้องมีการตรวจหาเคซีนในอาหารดังกล่าว ในปัจจุบันมีการวัดเคซีนในอาหารด้วยวิธีทางเคมี ซึ่ง
วิธีเหล่านี้จะมีต้นทุนในการวิเคราะห์สูง เพราะเครื่องมือมีราคาแพง และไม่เหมาะกับการตรวจคัดกรอง
ตัวอย่างจ้านวนมาก ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงมีแนวคิดที่จะพัฒนาชุดตรวจด้วยวิธีทางภูมิคุ้มกันวิทยา ซึ่งมีความ
เหมาะสมในการตรวจคัดกรอง เพราะใช้เวลาในการวิเคราะห์สั้นกว่า และมีต้นทุนในการวิเคราะห์ต่้ากว่าวิธี
ทางเคมี ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมีจุดประสงค์ผลิตมอนอโคลนอลแอนติบอดีที่จ้าเพาะต่อโบไวน์เคซีนและน้า
แอนติบอดีมาพัฒนาการตรวจเคซีนจากวัวด้วยวิธีเอนไซม์ลิงค์อิมมิวโนซอร์เบนท์แอสเสย์  

 
1.2 วัตถุประสงค์ของโครงกำรวิจัย 

ผลิตและศึกษาลักษณะสมบัติมอนอโคลนอลแอนติบอดีที่จ้าเพาะต่อโบไวน์เคซีน 
 
1.3 ขอบเขตกำรวิจัย 

 1.3.1 กระตุ้นการสร้างแอนติบอดีในหนูทดลอง 
 1.3.2 เตรียมและคัดเลือกเซลล์ลูกผสมที่สร้างมอนอโคลนอลแอนติบอดี 
 1.3.3 ศึกษาลักษณะเบื้องต้นของมอนอโคลนอลแอนติบอดี 

 
1.4 ทฤษฎี สมมุติฐำนและกรอบแนวควำมคิดของโครงกำรวิจัย 

นมเป็นอาหารที่มีความจ้าเป็นแก่มนุษย์ แต่ในบางรายนั้นกลับพบว่านมท้าให้เกิดอาการแพ้ได้ นม
ก่อให้เกิดภูมิแพ้ได้ในบางคน เนื่องมาจากเกิดการแพ้โปรตีนบางชนิดที่อยู่ในนม โปรตีนในน้้านมที่ท้าให้เกิดการ
แพ้นั้น ได้แก่ อัลฟา แลตตัลบูมิน (alpha-lactalbumin) บีตา แล็กโทโกลบูลิน (beta-lactoglobulin) และเค
ซีน อาการแพ้ที่พบจะมีอาการที่แตกต่างกันออกไปตามแต่การตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันในแต่ละบุคคล 
อาการท่ีพบ เช่น เกิดอาการบวมของลิ้น ปาก ใบหน้า ผื่นคัน น้้ามูกไหล ไอ ระคายเคืองที่ตา     เป็นต้น แต่ใน
บางรายที่พบอาการหนัก เช่น แน่นหน้าอก หายใจไม่ออก และอาจถึงขั้นเสียชี วิตได้ ดังนั้นผู้ที่แพ้ต่อสาร
ดังกล่าวจึงต้องหลีกเลี่ยงการบริโภคอาหารที่มีการใช้นมเป็นส่วน  ประกอบ ซึ่งสามารถดูได้จากฉลากแสดง
ส่วนประกอบของอาหาร แต่ในอาหารหลายชนิดนั้นไม่ได้มีการแสดงฉลากไว้และไม่สามารถบ่งบอกได้ด้วยตา
เปล่า จึงมีความจ้าเป็นต้องท้าการตรวจสารที่ก่อให้เกิดการแพ้ โดยเฉพาะอย่างยิ่งเคซีนซึ่งมีสารหลักที่
ก่อให้เกิดการแพ้ ในปัจจุบันได้มีการพัฒนาการตรวจวัดเคซีน ด้วยวิธีทางเคมีที่เป็นมาตรฐานได้แก่ reversed-
phase high-performance liquid chromatography (RP-HPLC) แต่วิธีนี้มีค่าใช้จ่ายในการตรวจที่สูง จึงไม่
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เหมาะสมกับการตรวจคัดกรองคัดกรองจ้านวนมากและไม่สามารถพัฒนาการตรวจให้ออกสู่ภาคสนาม ส้าหรับ
ใช้โดยผู้บริโภคโดยตรงได้ ต้องท้าการตรวจภายในห้องปฏิบัติการเท่านั้น จึงต้องมีการพัฒนาการตรวจที่
เหมาะสมมากขึ้น โดยวิธีการที่มีรายงานการวิจัยต่างๆ สนับสนุนว่าเหมาะแก่การตรวจคัดกรองนั้นจะเป็นวิธี
ทางอิมมิวโนวิทยา เช่น เอนไซม์ลิงค์อิมมิวโนซอร์เบนท์แอสเสย์ (enzyme-linked immunosorbent assay, 
ELISA) ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงสนใจที่จะผลิตมอนอโคลนอลแอนติบอดีต่อเคซีนและใช้ในการพัฒนาการตรวจ
ต่อเคซีนด้วยวิธี ELISA 

 
1.5 กำรทบทวนวรรณกรรมที่เกี่ยวข้อง 

น้้านมวัวประกอบไปด้วยสารอาหารต่างๆ ได้แก่ โปรตีน ไขมัน คาร์โบไฮเดรต วิตามิน และเกลือแร่  
น้้านมจึงเป็นแหล่งอาหารที่ส้าคัญชนิดหนึ่งของมนุษย์ ซึ่งในปัจจุบันนี้ได้มีการน้าน้้านมมาใช้เป็นวัตถุดิบส้าหรับ
ผลิตอาหารหลายๆ ประเภท ทั้งของคาวและของหวาน อย่างไรก็ตามพบว่าน้้านมท้าให้เกิดอาการแพ้ใน
ผู้บริโภคบางรายได้ โดยเฉพาะในเด็กทารก อาการแพ้ที่พบจะมีอาการที่แตกต่างกันออกไปตามแต่การ
ตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันในแต่ละบุคคล อาการที่พบ เช่น เกิดอาการบวมของลิ้น ปาก ใบหน้า ผื่นคัน 
น้้ามูกไหล ไอ ระคายเคืองที่ตา     เป็นต้น แต่ในบางรายที่พบอาการหนัก เช่น แน่นหน้าอก หายใจไม่ออก 
และอาจถึงขั้นเสียชีวิตได้ (Benlounes และคณะ, 1999) และยังพบอีกด้วยว่าภูมิแพ้ที่เกิดขึ้นนี้สามารถ
ถ่ายทอดทางพันธุกรรมได้ โดยการแพ้น้้านมนี้มีสาเหตุจากเกิดการแพ้โปรตีนบางชนิดที่อยู่ในนม ซึ่งโปรตีนที่
ก่อให้เกิดภูมิแพ้ในนมจะสามารถคงอยู่ภายในระบบทางเดินอาหารได้นาน จึงท้าให้เกิดภูมิแพ้ได้หลังจากที่
รับประทานนมไป (Høst และ Samuelsson, 1988) โปรตีนที่ท้าให้เกิดการแพ้ ได้แก่ อัลฟา แลตตัลบูมิน 
(alpha-lactalbumin) บีตา แล็กโทโกลบูลิน (beta-lactoglobulin) และเคซีน (casein) (Bleumink และ 
Young, 1968; Docena และคณะ,1996) โดยโปรตีนที่เป็นองค์ประกอบหลักในน้้านมคือเคซีน  โดยจะมีอยู่
มากถึง 80% ของโปรตีนในน้้านมทั้งหมด มีลักษณะเป็นสีขาว ไม่มีกลิ่นรส โดยปกติเคซีนจะอยู่ในรูปของไม
เซลล์ ซึ่งเป็นการรวมตัวกันของโปรตีนกับแคลเซียมฟอสเฟสกระจายเป็นแบบคอลลอยด์ในนมวัว เคซีนไมเซลล์
มีลักษณะเป็นประจุลบ ภายในประกอบด้วยแคลเซียมฟอสเฟต และโปรตีนอ่ืนๆ อีกเล็กน้อย เคซีนไมเซลล์
ประกอบด้วยเคซีน 4 ไอโซไทป คือ แอลฟาs1 เคซีน, แอลฟาs2 เคซีน, บีตา-เคซีน และ   แคปปา-เคซีน (de 
Kruif และคณะ, 2012)  ดังนั้นผู้บริโภคที่แพ้น้้านมวัวที่มีส่วนประกอบของโปรตีนที่ก่อให้เกิดอาการแพ้ จึงต้อง
ระมัดระวังที่ต้องหลีกเลี่ยงการบริโภคน้้านมวัว หรือไม่บริโภคอาหารที่มีส่วนผสมของโปรตีนจากน้้านมวัวที่
ก่อให้เกิดการแพ้อยู่ ในปัจจุบันได้มีการผลิตน้้านมจากสัตว์ชนิดอ่ืนและนมวัวที่ได้มีการสกัดเอาโปรตีนที่
ก่อให้เกิดการแพ้ออก แต่อย่างไรก็ตามอาหารเหล่านี้จะมีต้นทุนในการผลิตสูง จึงอาจมีการปลอมปนด้วยน้้า
นมวัว (Angusta et al, 1996) จึงได้มีการพัฒนาการตรวจโดยอาศัยการจับจดจ้าและจับของแอนติบอดีต่อ
สารที่จ้าเพาะในน้้านมแต่ละชนิด (Moatsou and Anifantakis, 2003) นอกจากนี้อาหารที่มีการแปรรูปไป 
จนผู้บริโภคไม่สามารถทราบได้ว่ามีโปรตีนที่ก่อให้เกิดการแพ้ปนอยู่หรือไม่ จึงได้มีการพัฒนาการตรวจส้าหรับ
ตรวจวัดหาเคซีน โดยในการวิเคราะห์ทางอาหารนั้น การตรวจด้วยวิธีเอนไซม์ลิงค์อิมมิวโนซอร์เบนท์แอสเสย์ 
(ELISA) เป็นวิธีที่นิยมมาใช้กันมากวิธีหนึ่งเพราะมีขั้นตอนไม่ซับซ้อน ไม่ต้องการเครื่องมือที่มีราคาสูง 
(Giovannacci et al, 2004) เช่น การพัฒนา indirect competitive ELISA ส้าหรับการตรวจหาการปนเปื้อน
ของนมวัวในน้้านมแพะ แกะ และควาย (Hurley et al, 2004) การพัฒนา sandwich ELISA ในการตรวจการ
ปนเปื้อนของนมแพะในน้้านมและชีสที่ท้าด้วยน้้านมแกะ (Rodriguez et al, 1994) แอนติบอดีที่น้ามาใช้ใน
การตรวจมีทั้งที่เป็นโพลีโคลนอลแอนติบอดี (PAb) และมอนอโคลนอลแอนติบอดี (MAb) Rodriguez และ
คณะ (1990) ได้ท้าการพัฒนา indirect ELISA โดยใช้โพลีโคลนอลแอนติบอดีในการตรวจวัดน้้านมวัวที่
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ปนเปื้อนในช่วง 1-50% ในน้้านมผสมระหว่างน้้านมวัวกับน้้านมแกะและในชีสที่ท้ามาจากนมผสม โดยโพลี
โคลนอล  แอนติบอดีที่ใช้นี้มาจากการกระตุ้นกระต่ายด้วยเคซีนของวัว ในอีกงานวิจัยหนึ่งได้ท้าการสร้าง PAb 
ในไก่และกระต่ายโดยใช้แกมม่าเคซีนจากวัวในการกระตุ้น โดย indirect ELISA ที่พัฒนาขึ้นมีขีดจ้ากัดการวัด
การปนของน้้านมวัวที่ 0.1% ที่ปนอยู่ในชีสที่ท้ามาจากน้้านมแพะและแกะ และยังพบว่าการให้ความร้อนแก่น้้า
นมวัวไม่มีต่อการตรวจ นอกจากการใช้เคซีนในการกระตุ้นเพ่ือเตรียม  PAb แล้ว ยังได้มีการใช้เปบไทด์
สังเคราะห์ซึ่งมีล้าดับของกรดอะมิโนตรงกับล้าดับบางส่วนของเคซีน ก็พบว่าแอนติบอดีที่ได้สามารถน้ามาใช้ใน
การตรวจได้เช่นเดียวกัน (Bitri et al,1993; Rolland et al, 1993; Pizzano, Nicoli, Addeo, 1997) 
อย่างไรก็ตาม PAb เป็นแอนติบอดีที่ประกอบด้วย MAb หลายชนิดมารวมกันจึงมีความจ้าเพาะต่อต้าแหน่งใน
การจับหรืออิพิโทปต่างๆ กัน ท้าให้ต้องมีการท้าให้บริสุทธิ์และป้องกันการจับอย่างไม่จ้าเพาะของแอนติบอดี
ก่อนที่จะน้ามาใช้งานเพ่ือให้ได้การตรวจที่มีความจ้าเพาะ (Ausube et al, 1999) นอกจากนี้ในการผลิต PAb 
จะขึ้นกับการกระตุ้นและสัตว์ที่ใช้ในการผลิตแอนติบอดีที่จะส่งผลต่อความสม่้าเสมอของลักษณะสมบัติของ
แอนติบอดีที่จะผลิตใช้ในระยะยาว (Anguita et al, 1996) ซึ่งปัญหานี้จะแก้ไขได้โดยการใช้ MAb ในการ
ตรวจเพราะ MAb จะมีความจ้าเพาะสูงมากกว่าและมีความเหมือนเดิมมากกว่า เพราะถูกสร้างมาจากกลุ่ม
เซลล์ที่เจริญมาจากเซลล์เดี่ยวที่เตรียมมาจากเทคโนโลยีการหลอมรวมเซลล์ (Köhler and Milstein, 1975) 
Oudshoorn, Hiemstra, Hessing (1994) ได้ท้าการเตรียม MAb โดยการกระตุ้นหนูทดลองเบต้าเคซีนและ
ท้าการหลอมรวมเซลล์ สามารถเตรียม MAb ได้ 3 แอนติบอดีท่ีจ้าเพาะต่อเบต้าเคซีน นอกจากเบต้าเคซีนแล้ว 
ยังได้มีการสร้างแอนติบอดีต่อ แคปป้าเคซีน (Feng, Cunningham-Rundles, 1989)  แอลฟาs1 เคซีน 
(Kuzmanoff et al, 1991) แอลฟาs2 เคซีน (Leung et al, 1991) อีกด้วย MAb ต่อเบต้าเคซีนได้ถูกน้ามาใช้
ในการเตรียม indirect ELISA ส้าหรับตรวจการปนของน้้านมวัวในน้้านมแพะและแกะทั้งตัวอย่างที่เป็นน้้านม
ดิบ นมพาสเจอไรซ์และนมสเตอริลไรซ์ (Anguita et al, 1995) แลพ MAb นี้ยังได้ถูกน้ามาใช้ในการตรวจที่อยู่
ในรูปแบบของ immunostick ELISA (Anguita et al, 1996) 

 
1.6 ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ  

ได้มอนอโคลนอลแอนติบอดีต่อเคซีนส้าหรับน้าไปใช้ในการพัฒนาการทดสอบเคซีนด้วยหลักการ
ทางอิมมิวโนวิทยา เช่น enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) และ แถบทดสอบแบบ lateral 
flow immunoassay 
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1.7 แผนกำรด ำเนินงำนตลอดโครงกำร 
 

กิจกรรม 
ระยะเวลำ 

ปีท่ี 1 ปีท่ี 2 
เดือน 1-6 เดือน 7-12 เดือน 1-6 เดือน 7-12 

กระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันของหนูไมซ์ให้สร้างแอนติบอดี
ต่อเคซีน จากวัว 

    

เตรียมเซลล์ไฮบริโดมาท่ีมีความสามารถในการสร้าง
แอนติบอดี 

    

คัดเลือกเซลล์ไฮบริโดมาท่ีมีความสามารถในการสร้าง
แอนติบอดีต่อเคซีนจากวัว 

    

ตรวจสอบไอโซไทป์ของมอนอโคลนอลแอนติบอดี     
ทดสอบความไวของแอนติบอดี     
ทดสอบความจ้าเพาะของแอนติบอดี     
ประเมินประสิทธิภาพการตรวจวัดเคซีนจากวัวด้วย 
ELISA 

    

เขียนรายงาน     
น้าเสนอผลงานในงานประชุมวิชาการ     
เขียนบทความเพ่ือตีพิมพ์          

หมายเหตุ  หมายถึงจะด้าเนินการ และ  หมายถึงได้ด้าเนินการแล้ว  
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2. วิธีด ำเนินกำรวิจัย (Materials & Method) 
 
2.1 สัตว์ทดลองและเซลล์ที่ใช้ในงำนวิจัย 
 

สัตว์ทดลองและเซลล์  แหล่งที่มา 

หนูสายพันธุ์ BALB/c (inbred strain) เพศเมีย     
         อายุ 8 สัปดาห์ ศูนย์สัตว์ทดลองแห่งชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล  

เซลล์ มัยอีโลมา P3X 63AG8 ATCC: TIB-9 
 
2.2 เครื่องมือ วัสดุ และอุปกรณ์ที่ใช้ในกำรวิจัย 
 

เครื่องมือและอุปกรณ์ แหล่งที่มา 
กระดาษกรอง บริษัท Whatman, Germany 
กระบอกฉีดยาขนาด 1, 5 มิลลิลิตร บริษัท Nipro, Japan 
กล้องจุลทรรศน์ชนิดหัวกลับ (Inverted microscope) บริษัท Nikon, Japan 
ขวดแก้วขนาด 100, 500, 1000 มิลลิลิตร บริษัท Boro, Germany 
เข็มขนาด 18G และ 21G  บริษัท นิโปร, Thailand 
เครื่องกวนสาร (stirrer) บริษัท เบคไทย, Thailand 
เครื่องนึ่งฆ่าเชื้อ (autoclave) บริษัท Udono-Rll memmert, Japan 
เครื่องปั๊ม (pump) บริษัท Iwaki, Japan 
เครื่องผสมสาร (vortex) บริษัท Scientific Industries, Inc., USA 
เครื่องวัดค่าความเป็นกรด-ด่าง บริษัท Metter Toledo, USA 
เครื่องหมุนเหวี่ยง (centrifuge) บริษัท Hettich Zentrifugen, Germany 
เครื่องให้ความร้อน (hot plate) บริษัท หริกุล กรุ๊ป จ้ากัด, Thailand 
เครื่อง Microplate reader บริษัท SynergyMx, USA 
เครื่อง Microplate reader บริษัท Titerlek multiskan, Finland 
จานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลุม บริษัท Nunc, Denmark 
จานเลี้ยงเชื้อ (petri dish) ขนาดเล็ก ใหญ่ บริษัท Corning Incorporated, USA 
จานเลี้ยงเซลล์ชนิด 6-, 24-, 96- หลุม บริษัท Corning Incorporated, USA 
ตัวกรองสารขนาดเล็ก บริษัท Merck Millipore, USA 
ตู้แช่แข็ง -70 องศาเซลเซียส บริษัท ธเนสพัฒนา, Thailand 
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เครื่องมือและอุปกรณ์ แหล่งที่มา 
ตู้บ่มเซลล์แบบแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ บริษัท Thermo Electron Corporation, USA 
ตู้เย็น 4 องศาเซลเซียส  บริษัท Mitsubishi Electric, Japan 
ตู้อบแห้ง (oven) บริษัท เบคไทย, Thailand 
ตู้ laminar บริษัท International Scientific Supply, Thailand 
ถังไนโตรเจนเหลว บริษัท Harsco Corporation, USA 
ถุงมือยางธรรมชาติ บริษัท ด๊อกเตอร์ ปู จ้ากัด, Thailand 
ถุง dialysis บริษัท CelluSep, USA 
บีเกอร์ขนาด 50-500 มิลลิลิตร บริษัท Boro, Germany 
ปิเปตแก้ว บริษัท HBG, Germany 
ปิเปตอัตโนมัติ บริษัท Gilson, France 
มีดเจาะเลือดหนู บริษัท FEATHER Safety Razor, Japan 
ไมโครปิเปต บริษัท Eppendorf Co., Ltd., Thailand 
ไมโครปิเปตชนิดมัลติชาแนล บริษัท PZ HTL S. A., Poland 
หลอดเก็บเซลล์แช่แข็ง บริษัท Nunc, Denmark 
หลอดเก็บเลือด eppendorf บริษัท Axygen, USA 
หลอดทดลองขนาด 15, 50 มิลลิลิตร บริษัท CLP, USA 
อ่างน้้าควบคุมอุณหภูมิ บริษัท Memmert, Germany 
เครื่อง purify โปรตีน AKTA Start บริษัท GE Healthcare Life Sciences, UK 
 

2.3 สำรเคมีที่ใช้ในงำนวิจัย 

 
สารเคมี แหล่งที่มา 

Albumin from chicken egg white (A7642) บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
Alpha-casein from bovine milk (C6780) บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
Alpha-lactalbumin from bovine milk (L6010) บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
Aminopterine บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
Beta-casein from bovine milk (C6905) บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
Beta-lactoglobulin from bovine milk (L3908) บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
BCATM protein assay kit บริษัท Pierce, USA 
Biotinamidohexanoic acid N-hydroxysuccinimide 
ester 

บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

Bovine serum albumin บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
Casein (c3400) บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
Casein hydrolysate for microbiology (22090FLUKA) บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
Casein sodium salt from bovine milk (C8654) บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
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สารเคมี แหล่งที่มา 
Citric acid บริษัท Merck, Germany 
D-glucose บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
Dimethyl sulfoxide (DMSO) บริษัท Fluke, Switzerland 
Disodium hydrogenphosphate (Na2HPO4) บริษัท Merck, Germany 
Enzyme-linked immunosorbent assay kit (for casein 
alpha) 

MyBioSource.com 

Ethanol บริษัท Merck, Germany 
Fetal calf serum บริษัท Invitromax, USA 
Freund’s complete adjuvant บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
Freund’s incomplete adjuvant บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
Gentamicin บริษัท T. P. drug laboratories, Thailand 
Goat anti-mouse IgG- HRP; GAM- HRP บริษัท Jackson Immuno, USA 
HitrapTM protein G HP column บริษัท GE Healthcare, Sweden 
holo-Transferrin human (T0665) บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
Hydrogen peroxide (H2O2) บริษัท Fluka, Switzerland 
Hypoxanthine บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
Immunoglobulin  บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
Insulin from bovine pancreas (I6634) บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
Isoflurane บริษัท Aesica Queenborough Limited, UK 
Isotyping kit บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
Kappa-casein from bovine milk (C0406) บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
L-glutamine บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
3,3’5,5’- tetramethylbenzidine (TMB) บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
O-phenylenediamine dihydrochloride บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
Polyethylene glycol บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
Protein G sepharose  บริษัท GE Healthcare, UK 
Pyruvic acid บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
RPMI 1640 medium บริษัท Biochrom AG, Germany 
Skim milk บริษัท Anline, Thailand 
Sodium bicarbonate (NaHCO3) บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
Sodium carbonate (Na2CO3) บริษัท Merck, Germany 
Sodium chloride (NaCl) บริษัท Merck, Germany 
Sodium dihydrogen phosphate (NaH2PO4) บริษัท Carlo Erba, USA 
Sodium pyruvate บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
Streptavidine horseradish peroxidase  
(HRP) conjugate 

บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

Sulfuric acid (H2SO4) บริษัท Merck, Germany 
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Thymidine บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
Tween 20 บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
 
2.4 กระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันของหนูไมซ์ให้สร้ำงแอนติบอดีต่อเคซีนจำกวัว 

ท้าการฉีดกระตุ้นหนูไมซ์สายพันธุ์ BALB/c เพศเมีย อายุ 8 สัปดาห์ โดยการฉีดเคซีนจากวัวเข้า
ภายในช่องท้องหนู โดยในการฉีดกระตุ้นครั้งแรกจะผสม Freund’s complete adjuvant (FCA) กับแอนติเจน
ในอัตราส่วน 1:1 (ปริมาณแอนติเจนที่ฉีด 2.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร) และฉีด
กระตุ้นซ้้าทุกๆ 2 สัปดาห์โดยผสมแอนติเจนกับ Freund’s incomplete adjuvant (FIA) ในอัตราส่วน 1:1 
เช่นกัน หลังจากฉีดกระตุ้น 3-4 ครั้ง ท้าการเก็บตัวอย่างเลือดหลังฉีด 7 วัน เพ่ือน้าไปทดสอบหาระดับ
แอนติบอดี (titer screening) ด้วยวิธี indirect ELISA และทดสอบว่าแอนติบอดีที่ได้สามารถจับเคซีนได้
หรือไม่  เจาะเลือดจากหางหนู ให้ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 -2 ชั่วโมง แล้วปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 
6,700 xg เป็นเวลา 5 นาที เพ่ือแยกส่วนน้้าใส หรือซีรัมออกมาเก็บที่ 4 องศาเซลเซียส ทดสอบด้วยวิธี 
indirect competitive ELISA เมื่อได้ค่าไตเตอร์ที่สูงพอแล้ว ท้าการกระตุ้นหนูครั้งสุดท้ายด้วยแอนติเจนของ
โบไวน์เคซีนก่อนน้าไปหลอมรวมเซลล์ในวันที่ 4 หลังการกระตุ้น 
 

2.5 ตรวจวัดระดับแอนติบอดีในซีรัมของหนูด้วยวิธี indirect ELISA 
 ท้าการเคลือบพ้ืนหลุมของจานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลุม ด้วยโบไวน์เคซีนความเข้มข้น 3 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร หลุมละ 100 ไมโครลิตร แล้วบ่มด้วยอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 -24 
ชั่วโมง น้ามาล้างด้วย 0.01 M phosphate buffer saline pH 7.4 ที่มี 0.05% (v/v) tween 20 (PBS-T) 
จ้านวน 3 ครั้ง บล็อก ก้นหลุมด้วย 5% (v/v) fetal calf serum (FBS)  หลุมละ 300 ไมโครลิตร แล้วน้าไป
บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ล้างด้วย PBS-T จ้านวน 3 ครั้ง เติมตัวอย่าง (ซีรัมหนูหรืออาหาร
เลี้ยงเซลล์) ที่ท้าการเจือจางด้วย PBS ในอัตราส่วน 1:500-1:512,000 หลุมละ 100 ไมโครลิตร น้าไปบ่มที่ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ล้างด้วย PBS-T จ้านวน 3 ครั้ง เติมแอนติบอดีทุติยภูมิจากแพะที่มี
ความจ้าเพาะต่อ mouse IgG ที่เชื่อมต่อกับฮอสแรดดิชเปอร์ออกซิเดส (goat anti-mouse IgG- HRP; GAM- 
HRP) ที่ถูกเจือจางด้วย PBS ในอัตราการเจือจาง 1: 10,000 หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ล้างส่วนเกินออกด้วย PBS-T เติมสารละลายสับสเตรตที่ประกอบด้วย 
1.25 mM 3,3’5,5’ tetramethylbenzidine (TMB) และ 0.034% H2O2 ละลายใน 0.2 M citrate buffer 
pH 4.0 หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มในที่มืด อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 10 นาที แล้วหยุดปฏิกิริยาด้วย 1.0 M 
กรดซัลฟิวริก (H2SO4) ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม น้าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นา
โนเมตร 
 
2.6 เตรียมเซลล์ไฮบริโดมำที่มีควำมสำมำรถในกำรสร้ำงแอนติบอดี 

น้าเซลล์มัยอีโลมา P3-X63Ag8 เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640 ที่มี 10% (v/v) FBS ท้าการ
เลี้ยงเซลล์มัยอีโลมาให้อยู่ในระยะเอกซ์โพเนนเซียลประมาณ 4-5 วัน ก่อนท้าการหลอมรวมเซลล์ ในการหลอม
รวมเซลล์ควรมีเซลล์ที่มีชีวิตในจ้านวนที่มากกว่า 107 เซลล์ และน้าเซลล์มัยอีโลมามาปั่นล้างด้วยอาหารเลี้ยง
เซลล์ RPMI 1640 มีเจนตามัยซิน 0.2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ที่ความเร็ว 380xg เป็นเวลา 5 นาที เทส่วนใสทิ้ง 
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แล้วเติมอาหารเลี้ยงเซลล์เพ่ิมเข้าอีก 10 มิลลิลิตร จะได้เซลล์มัยอีโลมาส้าหรับหลอมรวมกับเซลล์ม้ามที่เตรียม
ไว้ 
 ชั่งโพลิเอทิลีนไกลคอล (polyethylene glycol, PEG) ที่มีมวลโมเลกุล 3000 กิโลดาลตัน ปริมาตร 5 
มิลลิกรัม น้าไป autoclave เพ่ือท้าให้ปลอดเชื้อ ท้าให้ละลายด้วยการอุ่นที่ 60 องศาเซลเซียส สังเกตให้ PEG 
ละลายจนหมด แต่ให้สารละลายอุ่นๆ แล้วจึงเติม RPMI 1640 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร จะได้ 50% (w/v) PEG 
แบ่งใส่หลอดหลอดละ 1 มิลลิลิตร ปฏิบัติการภายใต้สภาวะปลอดเชื้อ เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เมื่อ
ต้องการน้ามาใช้ให้อุ่นที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ข้อควรระวัง ต้องละลาย PEG ไม่ให้ตกตะกอน และไม่
ร้อนเกินไปเม่ือท้าการเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640 

ท้าการสลบหนูตัวด้วยไอโซฟูลเรน (isoflurane) ท้าการเจาะเลือดจากหัวใจเพ่ือเก็บซีรัม เพ่ือเตรียมไว้
เป็นซีรัมในการใช้เป็นตัวควบคุมบวกด้วยวิธี indirect ELISA ท้าความสะอาดบริเวณส่วนท้องด้วย 70% (v/v) 
เอทานอล จากนั้นท้าการเปิดช่องท้องโดยวิธีปลอดเชื้อเพ่ือน้าม้ามออกมา ใช้กรรไกรตัดส่วนของไขมันที่ติดมา
บริเวณรอบม้าม แล้วจึงตัดม้ามให้เป็นชิ้นเล็กๆ บนตะแกรงลวดตาถี่ ใช้ด้ามของหลอดฉีดยาขนาด 10 มิลลิลิตร 
บดม้ามเบาๆ ให้ละเอียด แล้วน้าเซลล์ม้ามที่ได้ไปปั่นล้างใน RPMI 1640 ปริมาตร 40 มิลลิลิตรที่มีเจนตามัย
ซิน 0.2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ด้วยความเร็ว 380xg เป็นเวลา 5 นาที 1-2 ครั้ง จากนั้นเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ 
RPMI 1640 ที่มีเจนตามัยซิน 0.2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 10 มิลลิลิตรเพ่ือน้าเซลล์ม้ามไปหลอมรวม
กับเซลล์มัยอีโลมาท่ีเตรียมไว้ 
 น้าเซลล์ม้ามมาผสมรวมกับเซลล์ไมอีโลมา อัตราส่วนความเข้มข้นเซลล์ประมาณ 1: 2 โดยใส่รวมกัน
ในหลอดส้าหรับปั่นเหวี่ยงขนาด 50 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันเบาๆ และเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640 ที่มี
เจนตามัยซิน 0.2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ให้ได้ปริมาตร 30 มิลลิลิตร น้าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 380xg ที่
อุณหภูมิห้องนาน 5 นาที แล้วเทส่วนน้้าใสทิ้งแล้วเขย่าเบาๆ ให้เซลล์ทั้งสองรวมเป็นเนื้อเดียวกันแล้วค่อยๆ 
เติมสารละลาย 50% PEG ที่มีมวลโมเลกุล 3000-3700 ดาลตัน ที่อุ่นที่ 37 องศาเซลเซียส ลงไปในตะกอน
เซลล์ 1 มิลลิลิตร ภายใน 1 นาที และเขย่าหลอดเบาๆ นาน 1 นาที ล้าง PEG ออกด้วย RPMI 1640 ที่มีเจน
ตามัยซิน 0.2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ดูดขึ้นลงเบาๆ ก่อนน้าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 
380xg ที่อุณหภูมิห้อง นาน 5 นาที เทส่วนใสทิ้ง ท้าเช่นนี้ 2 ครั้ง เพ่ือล้าง PEG ออกจากเซลล์ แล้วเติมอาหาร
เลี้ยงเซลล์ HAT medium (Hypoxanthine, Aminopterin, and Thymidine medium) ที่มี 20% (v/v) 
FBS ลงไป น้าไปเพาะเลี้ยงบนจานชนิด 96 หลุมหลุมละ 200 ไมโครลิตร แล้วเลี้ยงเซลล์ที่ตู้บ่มอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส ที่มีคาร์บอนไดออกไซด์ 5% หลังการหลอมรวมเซลล์ พยายามอย่าเคลื่อนย้ายเซลล์ภายใน
ระยะเวลา 1 สัปดาห์ ให้สังเกตเซลล์ในแต่ละหลุมว่าเมื่อผ่านไป 10-14 วัน เซลล์ไมอีโลมาที่ไม่ถูกหลอมรวม
เป็นเซลล์ไฮบริโดมาจะตาย ต้องสังเกตและติดตามเซลล์ไฮบริโดมาพร้อมกับการเปลี่ยนอาหาร จะเลี้ยงเซลล์
ไฮบริโดมา 2 อาทิตย์ด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ HAT แล้วดูดอาหารเก่าออกประมาณครึ่งหลุมเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ 
HT ใหม่ลงไป เมื่อเซลล์ไฮบริโดมาเจริญได้ประมาณครึ่งหนึ่งของพ้ืนที่หลุมจะดูดน้้าเลี้ยงเซลล์ประมาณ 100 
ไมโครลิตร มาตรวจหาการจับกันของแอนติบอดีต่อแอนติเจนของโบไวน์เคซีนโดยวิธี ในข้อ 2.5 จะท้าการ
เปลี่ยนอาหารให้เซลล์มีชีวิตอยู่ในอาหาร HT ประมาณ 2 อาทิตย์ แล้วจึงเปลี่ยนมาใช้ RPMI 1640 ที่มี 20% 
(v/v) FBS และเปลี่ยนเป็น 10% (v/v) FBS ตามล้าดับ 

 
2.7 คัดเลือกเซลล์ไฮบริโดมำที่มีควำมสำมำรถในกำรสร้ำงแอนติบอดี 

ท้าการทดสอบความสามารถในการสร้างแอนติบอดีของเซลล์ไฮบริโดมา ตามวิธีในข้อ 2.5 
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2.8 กำรแยกเซลล์ไฮบริโดมำให้ได้เซลล์เดี่ยวโดยวิธี limiting dilution 

 น้าเซลล์ไฮบริโดมาที่สามารถผลิตแอนติบอดีต่อโบไวน์เคซีนที่ได้จากการคัดเลือกโดยวิธี indirect 
ELISA มาท้าให้เป็นโคโลนีเดี่ยว โดยการเจือจางเซลล์ให้ได้ 1 เซลล์ต่อหลุม ถ้ายังไม่ได้โคโลนีเดี่ยว จะท้าซ้้า 3-
4 รอบ เพื่อให้แน่ใจว่าได้เป็นมอนอโคลน เมื่อเซลล์เจริญเติบโตเป็นโคโลนีเดี่ยวในหลุมประมาณ 25% ของพ้ืน
ก้นหลุม น้าอาหารเลี้ยงเซลล์มาตรวจหาว่าเซลล์ยังคงมีแอนติบอดีต่อโบไวน์เคซีนหรือไม่ด้วยวิธี indirect 
ELISA ถ้าเซลล์ยังคงมีการสร้างแอนติบอดีต่อ     โบไวน์เคซีน จึงท้าการขยายเซลล์เพ่ิมจ้านวน แล้วน้าไปเก็บ
ในไนโตรเจนเหลวและเก็บอาหารเลี้ยงเซลล์ไว้ใช้ทดสอบต่อไป  
 น้าเซลล์ไฮบริโดมาที่ต้องการเก็บมาเลี้ยงเพ่ิมจ้านวนในจานเพาะเลี้ยงเซลล์ด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ 
RPMI 1640 ที่ผสม 10% (v/v) FBS รอให้เซลล์เจริญเติบโตอยู่ในระยะเอ็กซ์โพเนนเซียล น้าเซลล์แขวนลอย
มาปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 380 xg เป็นเวลา 5 นาที เทส่วนใสทิ้งไป เติมอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640 ที่ผสม 
25% (v/v) FBS และ 10% (v/v) DMSO ในขณะที่เย็นประมาณ 1 มิลลิลิตร ใช้พลาสเจอร์ปิเปตดูดขึ้นลง
เบาๆ ให้สารละลายเป็นเนื้อเดียวกัน แล้วจึงดูดเซลล์แขวนลอยใส่ในหลอดส้าหรับเก็บเซลล์แช่แข็ง (cryotube) 
ขนาด 2 มิลลิลิตร น้าไปแช่แข็งที่ -70 องศาเซลเซียส ทิ้งไว้ข้ามคืน ก่อนย้ายไปแช่แข็งในถังไนโตรเจนเหลวที่มี
อุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส 
 ในการน้าเซลล์ที่เก็บในถังไนโตรเจนเหลวออกมาใช้ท้าได้โดยน้า cryotube ที่เก็บเซลล์ไฮบริโดมา
ออกมาละลายที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส รอจนกระทั่งเซลล์แขวนลอยละลายจนมีลักษณะคล้ายวุ้น จึงดูด
เซลล์แขวนลอยใส่ในหลอดที่มีอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640 ปริมาตร 7 มิลลิลิตร น้าไปปั่นเหวี่ยงด้วย
ความเร็ว 380xg เป็นเวลา 5 นาที เทส่วนใสทิ้งไป แล้วจึงน้าเซลล์ไฮบริโดมาที่ได้ไปเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ 
RPMI 1640 ที่ผสม 20% (v/v) FBS แล้วค่อยเปลี่ยนเป็น 10% (v/v) FBS เมื่อเซลล์มีการเจริญเติบโตดี 
 
2.9 ตรวจสอบไอโซไทป์ของมอนอโคลนอลแอนติบอดี 

น้ามอนอโคลนอลแอนติบอดีที่ได้มาท้าการตรวจสอบไอโซไทป์โดยใช้ชุดตรวจสอบส้าเร็จรูป 
Isotyping kit โดยท้าการเตรียมแอนติบอดี ที่จ้าเพาะกับไอโซไทป์ชนิดต่าง ๆ คือ  IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3, 
IgA และ IgM จาก isotyping kit มาเจือจางให้ได้ความเข้มข้น 1:6,000 เท่าใน PBS เติม ลงในจาน ELISA 
ขนาด 96 หลุม หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเป็นเวลา 1 ชั่วโมง หลังจากนั้นล้างด้วย PBS-
T จ้านวน 3 ครั้ง เติมแอนติบอดีที่ต้องการตรวจสอบไอโซไทป์ หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง หลังจากนั้นล้างด้วย PBS-T จ้านวน 3 ครั้ง แล้วเติมแอนติบอดีทุติยภูมิที่
จ้าเพาะต่อ IgG ของหนูที่มีเอนไซม์ HRP  เชื่อมอยู่ (โดยที่แอนติบอดีทุติยภูมิมีความจ้าเพาะกับส่วน Fab 
(HRP-Rabbit anti mouse IgG Fab specific) ของ IgG ของหนู ที่เจือจาง 1:2,000 ใน PBS  บ่มที่
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที หลังจากนั้นล้างออกด้วย PBS-T จ้านวน 3 ครั้ง แล้วเติมสารละลายสับสเตรต
ที่ประกอบด้วย TMB และ H2O2 ละลายใน 0.2 M citrate buffer pH 4.0  หลุมละ 100 ไมโครลิตร เป็น
เวลา 10 นาที แล้วเติม 1M H2SO4 หลุมละ 100 ไมโครลิตร เพ่ือหยุดปฏิกิริยา น้าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร 
 
2.10 กำรวิเครำะห์ควำมจ ำเพำะต่ออิพิโทปของมอนอโคลนอลแอนติบอดีด้วยเทคนิค indirect ELISA 

 การทดสอบความจ้าเพาะต่ออิพิโทปของมอนอโคลนอลแอนติบอดี จะใช้หลักการของ  Burdon R. H. 
และ van Knippenberg P. H. (1984) [74] โดยท้าการเปรียบเทียบค่าการดูดกลืนแสงที่เปลี่ยนแปลงไป ท้า
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การเคลือบหลุมจานทดสอบ ELISA ด้วยแอนติเจนที่ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (เนื่องจากเป็น
ช่วงแอนติเจนที่เหมาะสมในการท้าปฏิกิริยาระหว่างแอนติเจนกับแอนติบอดี และสามารถตรวจวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงที่เพ่ิมขึ้นได้จากการที่ผสมแอนติบอดี 2 ตัว ซึ่งมีอิพิโทปแตกต่างกัน) เติมน้้าเลี้ยงเซลล์ที่เจือจาง
ความเข้มข้นแต่ละมอนอโคลนที่ให้ค่าการดูดกลืนแสงมากที่สุด นั่นคือ แม้จะเพ่ิมความเข้มข้นของแอนติบอดีก็
ไม่ท้าให้ค่าการดูดกลืนเพิ่มข้ึนอีก เนื่องจากแอนติบอดีจับกับแอนติเจนที่อยู่บนพ้ืนผิวทั้งหมดแล้ว ความเข้มข้น
ของแอนติบอดีท่ีเหมาะสมแต่ละโคลน ถูกน้ามาหาความจ้าเพาะต่ออิพิโทปที่แตกต่างกัน ด้วยเทคนิค indirect 
ELISA และจ้าแนกระหว่างค่าการดูดกลืนแสงที่เติมแอนติบอดีตัวที่ 1 (A1) ที่เจือจาง X เท่า ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร กับค่าการดูดกลืนแสงของการเติมแอนติบอดีผสมของตัวที่ 1 กับตัวที่ 2 (A1+2) ปริมาตรรวม 100 
ไมโครลิตร แต่ความเข้มข้นผสมของแอนติบอดีตัวที่ 1 ยังคงเป็น X เท่าอยู่ โดยพิจารณาค่าการดูดกลืนแสงของ 
A1 และ A2 ที่ให้ค่ามากสุด มาเปรียบเทียบกับค่าการดูดกลืนแสงของ A1+2 หากผลค่าการดูดกลืนแสงคงที่ 
แสดงว่ามอนอโคลนตัวที่ 1 และ 2 มีความจ้าเพาะต่ออิพิโทปของแอนติเจนในต้าแหน่งเดียวกันหรือคาบเกี่ยว
กัน หากผลค่าการดูดกลืนแสงเพ่ิมขึ้น แสดงว่ามอนอโคลนตัวที่ 1 และ 2 มีความจ้าเพาะต่ออิพิโทปของ
แอนติเจนในต้าแหน่งที่แตกต่างกันที่จะท้าการเปรียบมอนอโคลนอลแอนติบอดีแต่ละตัวที่อยู่ในกลุ่ม
ความจ้าเพาะต่อสารเดียวกันและจัดกลุ่มแอนติบอดีตามความจ้าเพาะต่ออิพิโทป หากค่าการดูดกลืนแสงของ 
A1+2 เพ่ิมข้ึนจะถูกน้ามาค้านวณค่า Additive index (AI) ดังสูตร 
 

AI  [
 A   

(A  A )
  ]      

 
   โดยค่า A1 คือ ค่าการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร ที่มีการเติม MAb ตัวที่ 1 เท่านั้น, A2 คือ ค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร ที่มีการเติม MAb ตัวที่ 2 เท่านั้น, A1+2 คือ ค่าการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโน
เมตร ที่มีการเติม MAb ผสมระหว่าง MAb ตัวที่ 1 กับ MAb ตัวที่ 2 
 
2.11 กำรผลิตมอนอโคลนอลแอนติบอดี  

 น้าเซลล์ไฮบริโดมาท่ีคัดเลือกคุณลักษณะที่ต้องการออกจาก -170 องศาเซลเซียส ตามขั้นตอนการน้า
เซลล์กลับมาเลี้ยงใหม่ (ข้อ 2.8) เลี้ยงเซลล์บนจานเลี้ยงเซลล์ขนาด 8 มิลลิลิตร เลี้ยงเซลล์ให้เจริญอยู่ในช่วง 
log phase ท้าการขยายจ้านวนลงในจานเลี้ยงเซลล์ขนาด 20 มิลลิลิตร แล้วเพ่ิมจ้านวนเซลล์ไฮบริโดมาให้ได้
จ้านวน 10 เพลท เพ่ือท้าการเลี้ยงขยายลงในขวดอาหารขนาด 1000 มิลลิลิตร ที่มี RPMI 1640 และ 10% 
(v/v) FBS อยู่ 800 มิลลิลิตร เลี้ยงเซลล์โดยเขย่าขวดตลอดเวลาที่ 37 องศาเซลเซียส 5% CO2 (อาจใช้ 
spinner flask ในการเลี้ยงเซลล์ได้) สังเกตสีอาหารเลี้ยงเซลล์ และการมีชีวิตของเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 
หากอาหารเลี้ยงเซลล์มีสีเหลือง และจ้านวนเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ตายไปมากกว่า 60% ให้น้าขวด
อาหารที่มีเซลล์นี้กรองผ่านเมมเบรนเพ่ือแยกเซลล์ออก และเก็บส่วนใสที่ 4 องศาเซลเซียส เพ่ือรอไปท้า
บริสุทธิ์ต่อไป 
 
2.12 กำรท ำมอนอโคลนอลแอนติบอดีให้บริสุทธิ์บำงส่วนด้วยโปรตีนจีเซฟำโรส  

 น้าอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ผ่านการกรองด้วยเมมเบรนผ่านคอลัมน์ affinity chromatography ที่มีโปรตีน
จีเซฟาโรส (protein G sepharose) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร แขวนลอยใน 2.0 mM sodium phosphate 
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buffer ที่ pH 7.0 แพ็คอยู่ในคอลัมน์ แล้วปรับอัตราการไหลเป็น 1 มิลลิลิตรต่อ 1 นาที ผ่านอาหารเลี้ยงเซลล์
ที่มีมอนอโคลนอลแอนติบอดีปริมาตร 500 มิลลิลิตร ลงในคอลัมน์ หลังจากนั้นล้างคอลัมน์ด้วย 2.0 mM 
sodium phosphate buffer ที่ pH 7.0 เก็บ 2 fraction (ส่วนของ flow through) ก่อนชะด้วยบัฟเฟอร์ 
0.1M glycine-HCl ที่ pH 2.7 เก็บ fraction ละ 1 มิลลิลิตร โดยที่รองก้นหลอดด้วย 1M tris-HCl ที่ pH 9.0 
เพ่ือปรับค่าความเป็นกรดด่างของแอนติบอดีให้เป็นกลาง (ควรทดสอบปริมาตรของ 1M tris-HCl ที่ pH 9.0 ที่
ใช้ในส้าหรับปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง) น้าสารละลายแอนติบอดีแต่ละ fraction ไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 
280 นาโนเมตร น้าสารละลายแอนติบอดีที่เก็บรวมจาก fraction ไปเข้าสู่ขั้นตอนการ dialysis ด้วยถุงขนาด
โมเลกุล 12,000 ถึง 14,000 ดาลตัน แขวนลอยอยู่ใน PBS buffer ที่ pH 7.4 เปลี่ยนบัฟเฟอร์ 2 ครั้งต่อวัน 
จ้านวน 2 วัน หลังจากนั้นวัดปริมาตรสารละลายแอนติบอดีท่ีได้และวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน  
 
2.13 กำรหำปริมำณโปรตีนด้วยวิธี Bichoninic acid assay (BCA)  

 เตรียมกราฟมาตรฐาน BCA ด้วยอัลบูมินที่ความเข้มข้น 0, 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 และ1 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และเจือจางความเข้มข้นของสารละลายแอนติบอดีที่ได้จากการท้าบริสุทธิ์ เติมตัวอย่าง
และสารละลายมาตรฐานลงในจานทดสอบ ELISA 96-หลุม หลุมละ 25 ไมโครลิตร ใช้ชุด BCA Protein 
Assay kits ส้าหรับท้าการทดสอบด้วยการเตรียมรีเอเจนท์ A (ประกอบด้วยโซเดียมคาร์บอเนต โซเดียมไบคาร์
บอเน็ต กรดไบคาร์บอนิค และโซเดียมทาเทรตใน 0.1 โมลาร์ โซเดียมไฮดรอกไซด์) และรีเอเจนท์ B 
(ประกอบด้วย สารละลายที่มี 4% คูปลิกซัลเฟต) ผสมรีเอเจนท์ทั้งสองให้เข้ากันในอัตราส่วน 50:1 (v/v) แล้ว
เติมลงในหลุมที่มีสารละลายแอนติบอดีอยู่หลุมละ 200 ไมโครลิตร บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 
และตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง น้าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 562 นาโนเมตร ท้าการเลือกค่าการดูดกลืนแสงที่อยู่
ในช่วงค่าการดูดกลืนแสงของกราฟมาตรฐาน และค้านวณค่าออกมาในรูปความเข้มข้นของโปรตีน และโปรตีน
ที่ได้ทั้งหมด 
 
2.14 ทดสอบควำมไวและกำรท ำปฏิกิริยำข้ำมของแอนติบอดี 
 ความไวของมอนอโคลนอลแอนติบอดีจะรายงานเป็นค่าความเข้มข้นของโบไวน์เคซีน หรือสารทดสอบ
ที่ท้าให้ค่าการดูดกลืนแสงเพ่ิมขึ้น 50% (50% of effective concentration; EC50) เมื่อทดสอบด้วยวิธี 
indirect ELISA และค่าความเข้มข้นของสารที่น้อยที่สุดที่สามารถตรวจวัดได้ (limit of detection; LOD) ซึ่ง
ท้าได้โดยการน้าแอนติบอดีที่ต้องการทดสอบมาเจือจางให้ได้ความเข้มข้นที่เหมาะสม เคลือบโบไวน์เคซีนและ
สารที่เกิดปฏิกิริยาข้ามกับ MAb ก้นหลุม ในช่วงความเข้มข้น 0 ถึง 3 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เติมมอนอโคลน
นอลแอนติบอดีที่ความเข้มข้นที่เหมาะสม และท้าตามขั้นตอนของ indirect ELISA ที่ได้กล่าวไว้แล้วข้างต้น 
หลังจากวัดค่าการดูดกลืนแสงแล้ว น้าค่าการดูดกลืนแสงที่ได้ มาเขียนกราฟโดยใช้โปรแกรม graph pad 
prism 5 โดยแกน Y เป็นค่า     % Absorbance และแกน X เป็นค่าล็อกกาลิทึมของความเข้มข้นของสารที่
ทดสอบ และค้านวณค่า LOD โดยค้านวณจากความเข้มข้นของสารที่ให้ค่าการดูดกลืนแสงในภาวะที่ไม่ได้มี
การเคลือบก้นหลุมด้วยเคซีนบวก 3 เท่าของค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (n= 20) และปฏิกิริยาข้ามของมอนอ
โคลนอลแอนติบอดี แสดงค่าเป็นเปอร์เซ็นต์ปฏิกิริยาข้าม (%CR) เกิดจากการน้าค่า EC50 ของแอนติบอดีต่อ
โบไวน์เคซีน และ EC50 ของแอนติบอดีต่อสารทดสอบอ่ืนๆ มาค้านวณได้จากสูตร 
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 C5  ของเคซีน

 C5  ของสารที่ทดสอบ
     

 
2.15 กำรหำสภำวะท่ีเหมำะสมในกำรเตรียมชุดตรวจสอบเคซีนโดยวิธี indirect competitive ELISA 
 ท้าการคัดเลือกมอนอโคลนอลแอนติบอดีที่มีความสามารถจับกับเคซีน เมื่อท้าการทดสอบด้วยวิธี 
indirect competitive ELISA โดยท้าการเคลือบเคซีนความเข้มข้น 3 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 100 
ไมโครลิตรต่อหลุม บนจานชนิด 96 หลุม บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 – 16 ชั่วโมง จากนั้น
ล้างด้วย PBS-T 3 ครั้ง เติม 5% FBS ในสารละลาย PBS ปริมาตร 300 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1.5 ชั่วโมง ล้างแต่ละหลุมด้วย PBS-T 3 ครั้ง เติมเคซีนเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เติมมอนอโคลนอลแอนติบอดีแต่ละตัวที่ความเข้มข้นที่เหมาะสมปริมาตร 50 
ไมโครลิตรต่อหลุม เขย่าเบาๆ บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1.5 ชั่วโมง ล้างแต่ละหลุมด้วย PBS-
T จ้านวน 3 ครั้ง เติมแอนติบอดีทุติยภูมิ GAM-HRP เจือจางด้วย PBS ในอัตราการเจือจาง 1:1000 ปริมาตร
หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ล้างส่วนเกินออกด้วย PBS-T 
จากนั้นเติมสารละลายสับสเตรทของเอนไซม์ซึ่งประกอบด้วย TMB และ H2O2 ที่ละลายใน 0.1 โมลาร์ 
โซเดียมซิเตรทบัฟเฟอร์ pH 6.0 ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มในที่มืด อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 15 นาที 
แล้วหยุดปฏิกิริยาโดยการเติม 1 โมลาร์ กรดซัลฟิวริก ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม จากนั้นน้าไปวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง ELISA microplate reader  
 เมื่อท้าการคัดเลือกแอนติบอดีโคลนที่เหมาะในการทดสอบโดยวิธี indirect competitive ELISA ได้
แล้ว จึงท้าการทดสอบหาความไวในการตรวจหาสารเคซีนในรูปสารละลายและหาปริมาณเคซีนที่เหมาะสมใน
การเตรียมเป็นกราฟมาตรฐานของชุดตรวจสอบด้วยวิธี indirect competitive ELISA โดยแปรความเข้มข้นเค
ซีนที่ทดสอบตั้งแต่ 0 – 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
 
2.16 กำรหำสภำวะท่ีแหมำะสมในกำรเตรียมชุดตรวจเคซีนโดยวิธี sandwich ELISA 
 ในการเตรียมชุดตรวจหาปริมาณเคซีนโดยวิธี sandwich ELISA ต้องใช้แอนติบอดี 2 ชนิดในการ
ทดสอบ โดยท้าการเคลือบหลุมทดสอบด้วยแอนติบอดีตัวแรกและใช้แอนติบอดีตัวที่สองที่เชื่อมต่อกับไบโอติน
เป็นตัวตรวจหา จากนั้นจึงท้าการคัดเลือกแอนติบอดีคู่ที่เหมาะสม 
 2.16.1 การเชื่อมต่อแอนติบอดีกับไบโอติน 
  การเชื่อมต่อแอนติบอดีกับไบโอตินโดยเตรียมแอนติบอดีเข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปรับ
ให้อยู่ในสารละลาย 0.1 โมลาร์ carbonate buffer pH 8.4 โดยการ dialysis ไว้ข้ามคืน เตรียม 
biotinamidohexanoic acid N-hydroxysuccinimide ester (AH-BNHS) เข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
ละลายใน DMF จากนั้นผสม AH-BNHS กับแอนติบอดีในอัตราส่วน 1:10 w/w กวนเบาๆที่อุณหภูมิห้องเป็น
เวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นน้าไปท้า dialysis ในสารละลาย PBS 
 2.16.2 การทดสอบประสิทธิภาพของแอนติบอดีที่เชื่อมต่อกับไบโอตินโดยวิธี direct ELISA 
  ท้าการเคลือบหลุมของจาน 96 หลุมด้วยเคซีนเข้มข้น 3 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 
100 ไมโครลิตรที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 12 – 16 ชั่วโมง ล้างด้วย PBS-T 3 ครั้ง เติม 5% FBS ใน
สารละลาย PBS ปริมาตร 300 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ล้าง
ด้วย PBS-T จ้านวน 3 ครั้ง เติมแอนติบอดีท่ีเชื่อมต่อกับไบโอตินที่ความเข้มข้นต่างๆ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร
ต่อหลุม บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง ล้างด้วย PBS-T จ้านวน 3 ครั้ง เติม streptavidin-
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HRP เจือจาง 1:5000 ในสารละลาย PBS ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 15 นาที ล้าง 3 ครั้ง เติมสารละลายสับสเตรท TMB ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มในที่มืด
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที หยุดปฏิกิริยาโดยการเติม 1 โมลาร์ กรดซัลฟิวริก ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อ
หลุม จากนั้นน้าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร 
 2.16.3 คัดเลือกแอนติบอดีคู่ที่เหมาะสมในการเตรียมชุดตรวจสอบเคซีนโดยวิธี sandwich ELISA 
  ท้าการเคลือบจาน 96 หลุมด้วยแอนติบอดีแต่ละตัวที่ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 12 – 16 ชั่วโมง ล้างจานหลุมด้วย 
PBS-T จ้านวน 3 ครั้ง เติม 5% FBS ใน PBS ปริมาตร 300 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง ล้างจานหลุม 3 ครั้ง เติมเคซีนที่ความเข้มข้นต่างๆ ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม 
บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ล้างจานหลุม 3 ครั้ง เติมแอนติบอดีที่เชื่อมต่อกับไบโอติน 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง ล้างจานหลุม 3 ครั้ง เติ ม
สาร streptavidin-HRP เจือจาง 1:5000 ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 15 
นาที ล้างจานหลุม 3 ครั้ง เติมสารละลายสับสเตรท OPD ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มที่อุณหภูมิห้อง
ในที่มืด เป็นเวลา 15 นาที หยุดปฏิกิริยาโดยการเติม 1 โมลาร์ กรดซัลฟิวริก ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม 
จากนั้นน้าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร 
  คัดเลือกแอนติบอดีคู่ที่มีความสามารถในการจับเคซีนได้ดีโดยเมื่อเติมเคซีนจะให้ค่าการ
ดูดกลืนแสงที่สูง (ให้ผลบวก) และจะวัดค่าการดูดกลืนแสงได้ต่้าเมื่อไม่เติมเคซีน (ให้ผลลบ) จากนั้นน้าค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ให้ผลบวกหารด้วยค่าการดูดกลืนแสงที่ให้ผลลบ (P/N) เลือกคู่ที่ค่า P/N มีค่าสูง ในการเตรียมชุด
ตรวจสอบเคซีนโดยวิธี sandwich ELISA จากนั้นท้าการทดสอบความไวในการตรวจหาเคซีนและสร้างกราฟ
มาตรฐานเคซีนของชุดทดสอบ 
 
2.17 กำรประเมินประสิทธิภำพกำรตรวจวัดเคซีนโดยวิธี indirect competitive ELISA  
 2.17.1 การหาค่าความแม่นย้า 
  ท้าการวิเคราะห์หาค่า % coefficient of variation ทั้งแบบ intra-variation assay และ 
inter-variation assay ของการตรวจวัด 
 2.17.2 การหาค่าความถูกต้อง 
  น้าตัวอย่างน้้านมถั่วเหลืองทางการค้าซึ่งไม่ผสมน้้านมวัวมาเติมเคซีนที่ทราบความเข้มข้นแล้ว
ท้าการวิเคราะห์ปริมาณด้วย indirect competitive ELISA หาค่า % recovery โดยท้าการเปรียบเทียบ
ระหว่างความเข้มข้นของสารที่วิเคราะห์ได้และความเข้มข้นของสารที่เติมลงไป 
 
2.18 กำรตรวจหำปริมำณเคซีนในตัวอย่ำงน  ำนมวัว 
 น้าตัวอย่างน้้านมวัวมาตรวจหาปริมาณเคซีนด้วยชุดตรวจสอบต้นแบบโดยวิธี indirect competitive 
ELISA เปรียบเทียบกับชุดตรวจสอบทางการค้า 
 2.18.1 การเตรียมตัวอย่างน้้านมวัว 
  น้าตัวอย่างน้้านมไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10000 g ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
15 นาที จากนั้นทิ้งส่วนที่เป็นตะกอนและส่วนไขมัน น้าตัวอย่างน้้านมหลังปั่นเหวียงมาเจือจางใน PBS ที่ความ
เข้มข้นต่างๆ และน้าไปตรวจหาเคซีนด้วยชุดทดสอบ 
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 2.18.2 การตรวจวัดปริมาณเคซีนในน้้านมโดยวิธี indirect competitive ELISA  
  น้าตัวอย่างน้้านมวัวมาตรวจหาปริมาณเคซีนด้วยวิธี indirect competitive ELISA ตาม
หัวข้อ 2.15 โดยมีกราฟมาตรฐานเคซีนที่ความเข้มข้น 0, 1, 5, 10, 20, 40 และ 60 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
จากนั้นค้านวณหาปริมาณเคซีนในน้้านมวัวเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานเคซีน  
 2.18.3 การตรวจวัดปริมาณเคซีนในน้้านมด้วยชุดตรวจทางการค้า 
  น้าตัวอย่างน้้านมวัวที่เตรียมได้มาทดสอบด้วยชุดตรวจ Bovine Casein Alpha (CSN1) 
ELISA kit โดยมีขั้นตอนการวิเคราะห์ตามวิธีการของคู่มือการใช้งาน ดังต่อไปนี้  
  เติมตัวอย่างน้้านมหรือสารเคซีนมาตรฐานที่ความเข้มข้น 0, 15.6, 31.2, 62.5, 125, 250, 
500 และ 1000 พิโคกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในจานหลุมของชุดตรวจที่เคลือบด้วย
แอนติบอดีท่ีจ้าเพาะต่อเคซีนอัลฟา บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง เอาสารละลายทิ้ง (ไม่
ต้องล้าง) เติมแอนติบอดีท่ีจ้าเพาะต่อเคซีนอัลฟาที่เชื่อมต่อกับไบโอติน ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ล้างจานหลุมด้วย wash solution ปริมาตร 350 ไมโครลิตร 
จ้านวน 3 ครั้ง จากนั้นเติม Avidin-HRP ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศเซลเซียส 
นาน 30 นาที ล้างจานหลุม จ้านวน 5 ครั้ง เติมสารละลายสับสเตรท ปริมาตร 90 ไมโครลิตรต่อหลุม  บ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที หยุดปฏิกิริยาโดยการเติม stop solution ปริมาตร 50 
ไมโครลิตรต่อหลุม เขย่าเบาๆ วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร ค้านวณหาปริมาณเคซีนเปรียบเทียบ
กับกราฟมาตรฐาน 
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3. ผลกำรวิจัยและวิจำรณ์ผล 
 

3.1 กำรกระตุ้นหนูทดลองให้สร้ำงแอนติบอดีต่อเคซีนจำกวัว 
 ท้าการฉีดกระตุ้นระบบภูมิคุ้นกันของหนูสายพันธุ์ BALB/c 3 ตัว โดยตัวที่ 1 ฉีดกระตุ้นด้วยโบ
ไวน์เคซีน (casein, catelog no. C3400, Sigma-Aldrich) ส่วนตัวที่ 2 และ 3 ฉีดกระตุ้นด้วยโบไวน์เคซีน 
(casein sodium salt from bovine milk, catalog no. C8654, Sigma-Aldrich) จ้านวน 6 ครั้ง เก็บซีรีม
เพ่ือทดสอบค่าไตเตอร์ด้วยวิธี indirect ELISA (ดังแสดงตารางที่ 3.1) จากการทดลองพบว่า หนูตัวที่ 1 มีการ
ตอบสนองในการสร้างแอนติบอดีที่ระดับไตเตอร์ 1:4,000 ซึ่งต่้ากว่าการตอบสนองของหนูตัวที่ 2 และ 3 ซึ่งมี
ระดับไตเตอร์ที่ 1:256,000 และ 1:32,000 ตามล้าดับ ทั้งนี้เนื่องจากตัวแอนติเจนที่ใช้ฉีดกระตุ้นมีความ
แตกต่างกัน โดยเคซีนที่ใช้ฉีดกระตุ้นตัวที่ 2 และ 3 นั้นอยู่ในรูปของเกลือซึ่งมีความสามารถในการละลายได้
ดีกว่าเคซีนที่ใช้ฉีดกระตุ้นหนูตัวที่ 1 จึงอาจมีผลท้าให้ปริมาณของแอนติเจนที่แท้จริงที่ระบบภูมิคุ้มกันของหนู
จะตรวจพบนั้นแตกต่างกัน แม้ว่าจะฉีดกระตุ้นด้วยปริมาณสารที่เท่ากัน นอกจากนี้อาจมีปัจจัยเนื่องจากระบบ
ภูมิคุ้มกันของตัวหนูทดลองเองที่มีระดับการท้างานที่แตกต่างกันด้วย 
 
ตารางที่ 3.1 ผลการวิเคราะห์ด้วย indirect ELISA เพ่ือหาระดับไตเตอร์ของหนูหลังฉีดกระตุ้นด้วยโบไวน์เคซีน  

 
ค่าการ 

เจือจางซีรัม 
(1:1000X) 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร  

ตัวที่ 1 ตัวที่ 2 ตัวที่ 3 ซีรัมควบคุม 

0.5 0.512 4.746 4.034 0.105 
1 0.264 4.812 2.496 0.088 
2 0.197 4.627 1.572 0.078 
4 0.125 4.668 0.724 0.069 
8 0.112 3.991 0.364 0.068 
16 0.090 2.584 0.212 0.071 
32 0.087 1.274 0.179 0.069 
64 0.086 0.619 0.103 0.064 
128 0.090 0.298 0.088 0.061 
256 0.096 0.145 0.082 0.062 
512 0.102 0.107 0.079 0.071 
1024 0.121 0.099 0.086 0.080 

        หมายเหตุ ตัวเข้ม หมายถึงระดับการสร้างแอนติบอดีของหนูแต่ละตัว 
 

 
 
 



17 
 

3.2 เตรียมเซลล์ไฮบริโดมำที่มีควำมสำมำรถในกำรสร้ำงแอนติบอดี 
 ท้าการหลอมรวมเซลล์ม้ามของหนูทดลองกับเซลล์มัยอีโลมาแล้วกระจายเซลล์เลี้ยงลงในอาหาร HAT 
medium ในจานเลี้ยงเซลล์ชนิด 96 หลุม เป็นเวลา 10-14 วัน ส่องดูเซลล์ภายใต้กล้อง พบว่า ในการหลอม
รวมเซลล์จากหนูตัวที่ 1 และ 2 เซลล์ไฮบริโดมามีชีวิตรอดทุกหลุม (1056 หลุม) ส่วนในการหลอมรวมเซลล์
จากหนูตัวที่ 3 เซลล์ไฮบริโดมามีชีวิตรอด 648 หลุมจากที่เลี้ยงทั้งหมด 864 หลุม เมื่อสังเกตุได้ว่าเซลล์ในหลุม
ที่มีชีวิตรอด มีเซลล์อยู่ในหลุมประมาณ 25% ของหลุม น้าน้้าเลี้ยงเซลล์จากหลุมที่มีโคโลนีของเซลล์ไฮบริโดมา
ไปทดสอบความสามารถในการสร้างแอนติบอดีด้วยเทคนิค indirect ELISA พบว่า มีหลุมที่มีเซลล์ไฮบริโดมา
สามารถสร้างแอนติบอดีได้เพียง 14, 191 และ 172 หลุม ตามล้าดับ (ตารางที่ 3.2) ทั้งนี้เนื่องจากในการ
หลอมรวมเซลล์นั้นเป็นไปแบบสุ่ม เฉพาะเซลล์ลูกผสมระหว่างเซลล์ม้ามและเซลล์มัยอีโลมาเท่านั้นที่มีชีวิตรอด
จากการเลี้ยงใน HAT medium ส่วนเซลล์ที่เกิดจากการผสมกันเองระหว่างเซลล์มัยอีโลมาหรือเซลล์ม้ามด้วย
กันเองจะตายไป และเซลล์ไฮบริโดมาที่รอดมานั้นก็อาจเกิดจากเซลล์ม้ามที่ไม่ได้ผลิตแอนติบอดีต่อเคซีน 
นอกจากนี้เซลล์ไฮบริโดมาที่สามารถสร้างแอนติบอดีก็อาจเจริญได้ไม่ดีเท่าเซลล์ไฮบริโดมาที่ไม่ได้สร้าง
แอนติบอดี จึงท้าให้ถูกเบียดเบียนการเจริญและตายไป และอีกเหตุผลหนึ่งคือความไม่เสถียรของรหัส
พันธุกรรมในการหลอมรวมเซลล์ ท้าให้เซลล์เกิดการสูญเสียความสามารถในการสร้างแอนติบอดีได้ 
 หลังจากท้าการเปลี่ยนถ่ายอาหารเลี้ยงเซลล์ มาเลี้ยงใน RPMI1640 ท้าการเจือจางจ้านวนเซลล์เพ่ือ
ลงเลี้ยงในหลุมด้วยเทคนิค limiting dilution จ้านวน 3-4 รอบเพ่ือให้มีเซลล์ต้นก้าเนิดเพียง 1 เซลล์ในแต่ละ
หลุมที่ท้าการเลี้ยง เมื่อมีเซลล์อยู่ในหลุมประมาณ 25% ของหลุม ท้าการทดสอบการสร้างแอนติบอดีพบว่า
สามารถเตรียมมอนอโคลนต้นก้าเนิดได้จ้านวน 1, 7 และ 5 โคลนตามล้าดับ โดยแต่ละโคลนต้นก้าเนิดสามารถ
คัดแยกเลี้ยงได้เป็นมอนอโคลนจ้านวน 7, 20 และ 33 โคลน ตามล้าดับ (แสดงในตารางที่ 3.3 – 3.5) 
  
ตารางที่ 3.2 ประสิทธิภาพการหลอมรวมเซลล์หนูที่กระตุ้นด้วยโบไวน์เคซีน 
 

หน ู
ตัวที ่

จ้านวน 
ตั้งต้น 

จ้านวนเซลล์ไฮบริ-
โดมาท่ีมีชีวิตรอด 

เซลล์ไฮบริโดมาที่สร้าง
แอนติบอดีต่อโบไวน์เคซีน 

จ้านวนโคลน 
ต้นก้าเนิดที่ได้ 

(หลุม) (หลุม) (%) (หลุม) (%) (โคลน) (%) 
1 1056 1056 100 14 1 1 7 
2 1056 1056 100 191 18 7 4 
3 864 648 75 172 20 5 3 

 
ตารางที่ 3.3 มอนอโคลนที่ได้จากการหลอมรวมเซลล์ของหนูตัวที่ 1 
 

รหัสโคลน โคลน 
ค่าการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร 

จากการท้า indirect ELISA 
CN1F1 10/6B/6G/2A/6E 2.974 
CN2F1 10/6B/6G/7A/11B 3.139 
CN3F1 10/6B/6G/7A/8G 2.900 
CN4F1 10/6B/1E/8G/9H 3.088 
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CN5F1 10/6B/6G/2A/5B 2.918 
CN6F1 10/6B/1E/8G/8E 3.045 
CN7F1 10/6B/6G/2A/2B 2.806 

ตัวควบคุมลบ 0.129 
 
ตารางที่ 3.4 มอนอโคลนที่ได้จากการหลอมรวมเซลล์ของหนูตัวที่ 2 
 

รหัสโคลน โคลน 
ค่าการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร 

จากการท้า indirect ELISA 
CN1F4 2/6H/4F/11B/7G 4.709 
CN2F4 8/1F/2C/11E/2E 3.832 
CN3F4 8/1F/2C/11E/2G 3.920 
CN4F4 8/1F/2C/12D/10A 2.784 
CN5F4 8/1F/2C/12D/12G 3.899 
CN6F4 3/4H/6A/3C/2C 2.593 
CN7F4 3/4H/6A/3C/6A 3.931 
CN8F4 5/3F/3C/9F/11B 2.774 
CN9F4 5/3F/3C/9F/12F 2.876 
CN10F4 8/4E/11C/11H/2C/5H 3.977 
CN11F4 8/4E/11C/11H/2C/6C 3.812 
CN12F4 10/4G/2A/10G/9D 4.263 
CN13F4 10/4G/2A/10G/12G 4.503 
CN14F4 11/4B/2D/2C/8D 1.279 
CN15F4 11/4B/2E/11E/3A 1.123 
CN16F4 4/7H/6B/4D/9F/8C 1.809 
CN17F4 4/7H/6B/4D/9G/12B 3.252 
CN18F4 11/4B/2E/8F/11G 1.975 
CN19F4 11/4B/2F/5F/1F 3.419 
CN20F4 3/2G/6G/12B 2.246 

ตัวควบคุมลบ 0.102 
  

ตารางที่ 3.5 มอนอโคลนอลแอนติบอดีที่ได้หลังการหลอมรวมเซลล์ของหนูตัวที่ 3 
 

รหัสโคลน โคลน 
ค่าการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร  

จากการท้า indirect ELISA 
CN1F5 35/4A/7H/8F 2.949 
CN2F5 35/4A/7H/9A 3.819 
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CN3F5 35/4A/7H/9B 3.639 
CN4F5 35/4A/7H/9D 1.554 
CN5F5 35/4A/7H/10D 2.736 
CN6F5 35/4A/7H/12F 3.791 
CN7F5 35/4A/10A/3B 2.862 
CN8F5 35/4A/10A/3D 3.668 
CN9F5 35/4A/10A/4C 3.926 
CN10F5 35/4A/10A/4D 3.635 
CN11F5 35/4A/10A/4H 3.583 
CN12F5 35/4A/10A/5B 3.635 
CN13F5 81/1B/10D/2B 3.424 
CN14F5 81/1B/10D/3A 2.575 
CN15F5 81/1B/10D/4A 1.585 
CN16F5 81/1B/10D/4E 2.051 
CN17F5 81/1B/10D/5G 2.043 
CN18F5 81/1B/10D/6F 2.130 
CN19F5 81/1B/10D/7F 2.579 
CN20F5 81/1B/10D/9A 3.714 
CN21F5 81/1B/8C/9E 2.815 
CN22F5 81/1B/8C/11G/8E 3.259 
CN23F5 73/10A/10H/4A/8E 3.066 
CN24F5 73/10A/10H/4A/8H 4.638 
CN25F5 73/10A/10H/4A/10G 4.527 
CN26F5 169/1A/8D/6D/9B 1.547 
CN27F5 169/1A/10H/8G/5G 1.757 
CN28F5 169/1A/10H/9C/10H 2.608 
CN29F5 169/1A/10H/8G/12E 2.922 
CN30F5 152/5A/2H/9D/1B 1.689 
CN31F5 152/5A/2H/9D/1E  3.466 
CN32F5 152/5A/2H/9D/2G  1.960 
CN33F5 152/5A/2H/9D/10H  0.763 

ตัวควบคุมลบ 0.152 
 
จากการที่ได้จ้านวนมอนอโคลนจ้านวนมาก จึงต้องท้าการคัดเลือกมอนอโคลนที่ได้ โดยท้าการศึกษา

ลักษณะสมบัติของมอนอโคลนอลแอนติบอดี เพ่ือแยกและจัดกลุ่มแอนติบอดีจากมอนอโคลนที่มีลักษณะสมบัติ
จ้าเพาะและมีความเหมือนกันเพ่ือให้ง่ายต่อการน้าไปใช้งานได้อย่างเหมาะสม 
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3.3 ศึกษำไอโซไทป์ของมอนอโคลนอลแอนติบอดี 
การตรวจสอบไอโซไทป์ของมอนอโคลนอลแอนติบอดี มีส่วนช่วยในการท้าให้ทราบว่าแอนติบอดีนั้น

เป็นมอนอแอนติบอดีแล้วหรือไม่ หากพบผลการตรวจสอบบวกมากกว่า 1 ไอโซไทป์แสดงว่าในหลุมที่ท้าการ
เลี้ยงเซลล์นั้นมีเซลล์มากกว่า 1 ชนิดที่สร้างแอนติบอดีที่แตกต่างกัน และยังให้ข้อมูลในการท้าบริสุทธิ์
แอนติบอดีด้วยเทคนิค affinity chromatography ด้วยโปรตีนจี หรือโปรตีนเอ เนื่องจาก MAb แต่ละชนิดมี
ความสามารถในการยึดจับได้แตกต่างกันในโปรตีนจีหรือโปรตีนเอ จึงถูกชะออกมาในเวลาที่แตกต่างกัน  ผล
การตรวจสอบพบว่า แอนติบอดีที่ได้มีไอโซไทป์แตกต่างกันจากการหลอมรวมเซลล์ในแต่ละครั้ง โดยแอนติบอดี
ที่ได้จากการหลอมรวมเซลล์ของหนูตัวที่ 1 จะมีไอโซไทป์เป็น IgM ทั้งหมด ส่วนแอนติบอดีจากการหลอมรวม
เซลล์ของหนูตัวที่ 2 จะได้แอนติบอดีที่มีไอโซไทป์ 3 ชนิด คือ IgG1, IgG2a และ IgM และแอนติบอดีที่ได้จาก
การหลอมรวมเซลล์ของหนูตัวที่ 3 จะมีไอโซไทป์เป็น IgG1 และ IgG2a (ตารางที่ 3.6) โดยสามารถจ้าแนกกลุ่ม
แอนติบอดตีามไอโซไทป์ IgG1 IgG2a และ IgM ได้จ้านวน 46, 5 และ 9 โคลน ตามล้าดับ (ตารางที่ 3.7)  
 
ตารางที่ 3.6 ค่าการดูดกลืนแสงจากการวิเคราะห์ไอโซไทป์ของมอนอโคลนอลแอนติบอดีด้วยวิธี sandwich  

     ELISA 
 

Clone IgG1 IgG2a IgG2b IgG3 IgM IgA 
CN1F1 0.336 0.631 0.228 0.264 3.695 0.319 
CN2F1 0.196 0.596 0.190 0.214 3.776 0.314 
CN3F1 0.345 0.591 0.242 0.249 3.434 0.289 
CN4F1 0.335 0.584 0.216 0.248 3.617 0.329 
CN5F1 0.364 0.678 0.295 0.289 3.744 0.344 
CN6F1 0.220 0.650 0.238 0.257 3.648 0.355 
CN7F1 0.317 0.639 0.206 0.236 3.478 0.281 
CN1F4 0.100 0.537 0.098 0.135 0.254 0.085 
CN2F4 0. 544 0.091 0.103 0.094 0.107 0.129 
CN3F4 0.479 0.105 0.109 0.112 0.118 0.124 
CN4F4 0.106 0.460 0.100 0.116 0.092 0.094 
CN5F4 0.820 0.330 0.090 0.118 0.260 0.078 
CN6F4 0.108 0.094 0.100 0.095 0.532 0.176 
CN7F4 0.126 0.126 0.093 0.097 1.395 0.149 
CN8F4 0.794 0.103 0.118 0.108 0.160 0.114 
CN9F4 0.779 0.108 0.088 0.117 0.138 0.108 
CN10F4 0.472 0.080 0.088 0.084 0.101 0.108 

*หมายเหตุ ตัวเข้ม หมายถึง ค่าการดูดกลืนแสงที่ใช้บอกไอโซไทป์ของมอนอโคลนอลแอนติบอดี 
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ตารางที่ 3.6 (ต่อ) 
 

Clone IgG1 IgG2a IgG2b IgG3 IgM IgA 
CN11F4 0.208 0.076 0.094 0.077 0.100 0.099 
CN12F4 0.708 0.067 0.074 0.075 0.068 0.076 
CN13F4 0.344 0.065 0.066 0.082 0.071 0.077 
CN14F4 0.668 0.060 0.064 0.064 0.075 0.078 
CN15F4 0.396 0.061 0.068 0.070 0.071 0.082 
CN16F4 0.367 0.070 0.098 0.081 0.106 0.151 
CN17F4 0.209 0.070 0.077 0.096 0.083 0.105 
CN18F4 0.575 0.071 0.073 0.068 0.077 0.082 
CN19F4 0.609 0.078 0.087 0.080 0.082 0.098 
CN20F4 0.371 0.074 0.081 0.083 0.090 0.103 
CN1F5 2.999 0.275 0.155 0.138 0.397 0.230 
CN2F5 3.088 0.260 0.128 0.119 0.319 0.113 
CN3F5 2.948 0.275 0.139 0.149 0.344 0.130 
CN4F5 2.901 0.202 0.128 0.123 0.270 0.106 
CN5F5 2.997 0.232 0.131 0.121 0.291 0.095 
CN6F5 2.957 0.206 0.115 0.101 0.340 0.104 
CN7F5 3.040 0.236 0.113 0.093 0.307 0.107 
CN8F5 3.033 0.420 0.143 0.161 0.514 0.106 
CN9F5 3.264 0.445 0.265 0.154 0.510 0.215 
CN10F5 3.207 0.369 0.217 0.157 0.461 0.297 
CN11F5 3.120 0.518 0.163 0.160 0.695 0.165 
CN12F5 3.054 0.321 0.134 0.118 0.342 0.121 
CN13F5 2.802 0.191 0.114 0.098 0.183 0.105 
CN14F5 2.527 0.157 0.105 0.090 0.162 0.115 
CN15F5 2.462 0.172 0.091 0.114 0.174 0.108 
CN16F5 2.552 0.221 0.214 0.120 0.193 0.115 
CN17F5 2.515 0.201 0.119 0.100 0.157 0.102 
CN18F5 2.353 0.130 0.083 0.079 0.126 0.097 
CN19F5 2.373 0.132 0.078 0.074 0.141 0.082 
CN20F5 2.383 0.134 0.076 0.080 0.122 0.076 
CN21F5 2.313 0.128 0.073 0.065 0.118 0.074 
CN22F5 2.158 0.111 0.062 0.068 0.120 0.101 
CN23F5 0.105 0.396 0.082 0.081 0.131 0.084 
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ตารางที่ 3.6 (ต่อ) 
 

CN24F5 0.098 0.421 0.099 0.087 0.141 0.095 
CN25F5 0.096 0.341 0.077 0.090 0.124 0.091 
CN26F5 2.385 0.294 0.083 0.099 0.102 0.078 
CN27F5 2.416 0.175 0.059 0.115 0.088 0.119 
CN28F5 2.418 0.193 0.086 0.102 0.202 0.093 
CN29F5 2.422 0.199 0.076 0.103 0.175 0.159 
CN30F5 1.599 0.137 0.072 0.064 0.134 0.068 
CN31F5 1.512 0.123 0.066 0.064 0.127 0.068 
CN32F5 1.308 0.010 0.059 0.063 0.116 0.063 
CN33F5 1.307 0.090 0.053 0.058 0.108 0.060 

*หมายเหตุ ตัวเข้ม หมายถึง ค่าการดูดกลืนแสงที่ใช้บอกไอโซไทป์ของมอนอโคลนอลแอนติบอดี 
 
ตารางที่ 3.7 การจ้าแนกมอนอโคลนอลแอนติบอดีตามชนิดของไอโซไทป์ 
 

มอนอโคลนอลแอนติบอดี 
ไอโซไทป์ 

IgG1 IgG2a IgG2b IgM IgA 
CN1F1 ถึง CN7F1 - - - 7 - 
CN1F4 และ CN4F4 - 2 - - - 
CN2F4, CN3F4, CN5F4 
และ CN8F4 ถึง CN20F4 

16 - - - - 

CN6F4 และ CN7F4 - - - 2 - 
CN1F5 ถึง CN22F5 และ  
CN26F5 ถึง CN26F5 

30 - - - - 

CN23F5 ถึง CN25F5 - 3 - - - 
รวม 46 5 - 9 - 

 
3.4 กำรทดสอบควำมสำมำรถของมอนอโคลนอลแอติบอดีต่อเคซีน 
 ท้าการทดสอบความสามารถของแอนติบอดีในการจับกับเคซีนชนิดต่างๆ จากวัวและโปรตีนอ่ืนด้วย 
indirect ELISA โดยการเคลือบหลุมด้วยโบไวน์เคซีน (CN), แอลฟาs เคซีน (s-CN), บีตา เคซีน (-CN), 
แคปปา เคซีน (-CN), บีตา แล็กโทโกลบูลิน (-Lg) อัลฟา แลตตัลบูมิน (-la), แอลบูมิน (BSA), ทรานเพ
อริน (transferrin), อินซูลิน (insulin) และ โอวัลบูมิน (OVA) จากผลการทดสอบสามารถแบ่งกลุ่มของ
แอนติบอดีที่มีความจ้าเพาะแตกต่างกันได้ 7 กลุ่ม ตามความสามารถในการจับกับสารที่ทดสอบดังสรุปใน
ตารางที่ 3.8 
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ตารางที่ 3.8 การจ้าแนกมอนอโคลนอลแอนติบอดีตามชนิดของเคซีนจากวัวที่แอนติบอดีจับได้ 
 

กลุ่ม
ที ่

สำรที่ท ำปฏิกิริยำ
กับ MAb 

มอนอโคลนอลแอนติบอดี 

I CN, s-CN - CN1F4 - 

II -CN, -CN - - CN21F5, CN22F5, 
CN30F5, CN31F5, 
CN32F5, CN33F5 

III CN, s-CN, -
CN  

- CN2F4, CN3F4, 
CN5F4, CN10F4, 
CN11F4, CN16F4, 
CN17F4 

CN23F5, CN24F5, 
CN25F5 

IV CN, s-CN,  
-CN, -CN 

- CN12F4, CN13F4, 
CN20F4 

CN1F5, CN2F5, CN3F5, 
CN4F5, CN5F5, CN6F5, 
CN7F5, CN8F5, CN9F5, 
CN10F5 ถึง CN20F5, 
CN26F5, CN27F5, 
CN28F5, CN29F5 

V CN, s-CN,  
-CN, -Lg 

- CN6F4, CN7F4 - 

VI CN, s-CN,  
-CN, -CN, 

OVA 

CN4F1 - - 

VII จับสารทดสอบ
ทุกตัว 

- CN14F4, CN15F4, 
CN18F4, CN19F4 

- 

 

MAb กลุ่มที่ I เป็นแอนติบอดีกลุ่มที่มีความสามารถจับกับ CN และ s-CN  ซึ่ง MAb ในกลุ่มนี้มี
เพียง 1 โคลนได้แก่  CN1F4  MAb กลุ่มที่ II เป็นแอนติบอดีที่จับได้กับ -CN และ -CN  ซึ่งมีอยู่จ้านวน 6 
โคลนคือ CN21F5, CN22F5, CN30F5, CN31F5, CN32F5 และ CN33F5 ที่ได้จากการหลอมรวมเซลล์ของ
หนูตัวที่ 2  ในกลุ่มที่ III จ้านวน 10 โคลน เป็น MAb ที่สามารถจับได้กับ CN, s-CN และ -CN กลุ่มที่ IV 
จ้านวน 27 โคลน เป็น MAb ที่จับกับเคซีนทุกชนิด กลุ่มที่ V จ้านวน 2 โคลน คือ CN6F4 และ CN7F4 เป็น
MAb ที่จับกับ CN, s-CN, -CN และ -Lg กลุ่มท่ี VI เป็นซึ่ง MAb ทีจ่ับกับเคซีนทุกชนิดและโอวัลบูมิน ใน
กลุ่มนี้มีเพียง 1 โคลน ได้แก่ CN4F1 และกลุ่มสุดท้ายกลุ่มที่ VII เป็น MAb ที่จ้าเพาะกับสารทุกตัวที่ทดสอบ มี
จ้านวน 4 โคลน ได้แก่ CN14F4, CN15F4, CN18F4 และ CN19F4 จะเห็นได้ว่า MAb กลุ่ม V, VI และ VII ไม่
เหมาะส้าหรับน้าไปใช้ในการตรวจวัด เนื่องจากสามารถจับกับโปรตีนอ่ืนที่ไม่ใช่เคซีนได้ ส่วนเคซีนในกลุ่ม II ไม่
สามารถจับกับ s-CN ซึ่งเป็นเคซีนที่พบมากถึง 50% ในน้้านมวัว จึงไม่เหมาะแก่การน้าไปใช้งานต่อเช่นกัน 
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ดังนั้นจึงเหลือเฉพาะ MAb ในกลุ่มท่ี I, III และ IV ที่จะถูกน้าไปศึกษาต่อ อย่างไรก็ตามได้พบว่า โคลน CN4F4, 
CN8F4 และCN9F4 สูญเสียความสามารถในการสร้างแอนติบอดี จึงไม่น้าไปศึกษาต่อเช่นกัน 
 
3.5 กำรวิเครำะห์ควำมจ ำเพำะของแอนติบอดีต่ออิพิโทปต่ำงๆ ของเคซีน 
  เนื่องจากเคซีนเป็นโปรตีนที่มีขนาดไม่เล็ก จึงอาจมีต้าแหน่งให้แอนติบอดีจดจ้าและจับได้หลาย
ต้าแหน่ง จึงได้ท้าการตรวจสอบว่ามีแอนติบอดีคู่ใดบ้างที่สามารถจับกับเคซีนบนอิพิโทปที่แตกต่างกัน โดยการ
ท้า indirect ELISA ด้วยการเปรียบเทียบค่าการดูดกลืนแสงที่ได้ระหว่างการเติม MAb เพียงชนิดเดียวกับการ
เติมผสมลงไปพร้อมกัน 2 ชนิด ถ้าค่าการดูดกลืนแสงที่ได้จากการผสมแอนติบอดีสูงกว่าค่าดูดกลืนแสงที่ได้จาก
การเติมแอนติบอดีท้ัง 2 ชนิดแยกกันแสดงว่า แอนติบอดีท้ัง 2 ชนิดอาจจับเคซีนที่ต่างอิพิโทปกัน 
 
ตารางที่ 3.9 ค่าการดูดกลืนแสงจากการวิเคราะห์ความจ้าเพาะของอิพิโทปที่จับด้วย MAb ต่อเคซีนจากวัว 
 

MAbs 
กลุ่มที่ I  กลุ่มที่ III กลุ่มที่ IV 

1 
CN1F4 

2 
CN3F4 

3 
CN5F4 

4 
CN10F4 

5 
CN11F4 

6 
CN16F4 

7 
CN17F4 

8 
CN12F4 

9 
CN13F4 

10 
CN20F4 

1 
CN1F4 

2.047 2.583 2.547 2.031 2.703 2.731 2.469 1.756 1.470 2.842 

2 
CN3F4 

 1.872 1.815 2.053 2.178 2.201 2.280 1.619 1.796 3.368 

3 
CN5F4 

  1.946 1.896 2.092 2.323 2.123 2.296 1.892 2.707 

4 
CN10F4 

   1.471 1.889 2.157 1.672 1.382 1.344 2.516 

5 
CN11F4 

    1.607 1.981 1.776 1.703 1.711 2.870 

6 
CN16F4 

     2.176 1.928 1.963 1.998 2.531 

7 
CN17F4 

      1.994 1.466 1.358 2.198 

8 
CN12F4 

       0.722 0.727 2.476 

9 
CN13F4 

        0.711 2.846 

10 
CN20F4 

         1.856 

* หมายเหตุ ส่วนสีเทา หมายถึง คา่การดูดกลืนแสงเพิ่มขึ้นตั้งแต่ประมาณ 0.100 
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 เมื่อแปลงค่าการดูดกลืนแสงโดยคิดเป็น % Additive index (AI) (แสดงสมการในวิธีทดลอง) จะได้ค่า
ดังแสดงในตาราง 3.10 โดยจะคิดเฉพาะเมื่อค่าการดูดกลืนแสงจากการใช้แอนติบอดีผสมสูงกว่าการใช้
แอนติบอดีเพียงตัวเดียวเท่านั้น 
 
ตารางที่ 3.10 ค่า Additive index ของค่าการดูดกลืนแสงในการวิเคราะห์การจับกับเคซีนจากวัว 

 
จากค่า Additive index (AI) ชี้ให้เห็นว่า MAb จากมอนอโคลน CN1F4, CN3F4, CN5F4, CN10F4, 

CN11F4, CN12F4, CN16F4 และ CN20F4 จ้านวน 8 โคลน มีแนวโน้มที่จะจับกันเคซีนของวัวที่ต้าแหน่ง
หรืออิพิโทปแตกต่างกัน การที่ได้ MAb ที่มีอิพิโทปแตกต่างกันนั้นมีประโยขน์ในการที่จะน้าไปใช้ในการตรวจที่
อาศัยหลักการ sandwich คือใช้ MAb 2 ตัวในการจับกับเคซีนในการตรวจวัด 
 
 

MAbs 
กลุ่มที่ I              กลุ่มที่ III กลุ่มที่ IV 

1 
CN1F4 

2 
CN3F4 

3 
CN5F4 

4 
CN10F4 

5 
CN11F4 

6 
CN16F4 

7 
CN17F4 

8 
CN12F4 

9 
CN13F4 

10 
CN20F4 

1 
CN1F4 

- 32 28 15 48 29 22 - - 46 

2 
CN3F4 

 - - 23 25 9 18 - - 81 

3 
CN5F4 

  - - 18 13 8 72 - 42 

4 
CN10F4 

   - 23 - - - - 51 

5 
CN11F4 

    - - - 46 48 66 

6 
CN16F4 

     - - - - 26 

7 
CN17F4 

      - - - 14 

8 
CN12F4 

       - - 92 

9 
CN13F4 

        - 122 

10 
CN20F4 

         - 
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3.6 กำรเตรียมมอนอโคลนอลแอนติบอดีให้บริสุทธิ์ด้วยคอลัมน์โปรตีนจีเซฟำโรส 
 จากการศึกษาคุณสมบัติของมอนอโคลนอลแอนติบอดีที่ได้ คัดเลือกมอนอโคลนอลแอนติบอดีที่มี
ความจ้าเพาะต่อโบไวน์เคซีนและจับกับอิพิโทปที่แตกต่างกัน โดยท้าการคัดเลือกมอนอโคลนอลแอนติบอดี 
จ้านวน 8 โคลน ได้แก่ CN1F4, CN3F4, CN5F4, CN10F4, CN11F4, CN12F4, CN16F4 และ CN20F4 มา
ท้าการเลี้ยงเพ่ิมปริมาณแอนติบอดีในอาหารเลี้ยงเซลล์ และน้าอาหารที่เลี้ยงเซลล์ไฮบริโดมามาแยกแอนติบอดี
ให้บริสุทธิ์โดยวิธี affinity chromatography ผ่านคอลัมน์โปรตีนจีเซฟาโรส เก็บส่วนแอนติบอดีบริสุทธิ์มาท้า
การ dialysis ใน PBS และตรวจหาปริมาณโปรตีนโดยวิธี BCA เทียบกับกราฟมาตรฐาน BSA ได้ผลดังตารางที่ 
3.11  
 
ตารางที่ 3.11 ปริมาณโปรตีนของมอนอโคลนอลแอนติบอดีหลังท้าบริสุทธิ์ 
 

โคลน 
ปริมำตร 

(มิลลิลิตร) 
ปริมำณโปรตีน 

ควำมเข้มข้น (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) รวม (มิลลิกรัม) 
CN1F4 18 1.78 32.04 
CN3F4 14 2.12 29.72 
CN5F4 14 2.38 33.32 
CN10F4 15 2.95 44.30 
CN11F4 15 2.91 43.67 
CN12F4 14 2.61 36.58 
CN16F4 11 2.47 27.12 
CN20F4 13.5 2.13 28.76 

  
3.7 กำรทดสอบควำมไวและปฏิกิริยำข้ำมของมอนอโคลนอลแอนติบอดี 

ค่าความไวของมอนอโคลนอลแอนติบอดีจะแสดงค่าในรูป EC50 คือ ค่าความเข้มข้นของเคซีนที่ท้าให้
ค่าการดูดกลืนแสงเพ่ิมข้ึน 50% และค่า LOD คือความเข้มข้นของสารที่น้อยที่สุดที่สามารถตรวจวัดได้ โดยใน
การวิเคราะห์จะใช้ความเข้มข้นของ MAb ที่ 8.67 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งเป็นความเข้มข้นที่น้อยที่สุดที่ให้
ค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดในการท้า indirect ELISA และแอนติเจนที่ใช้จะแปรความเข้มข้นอยู่ในช่วง 0 - 3 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  

 
ตารางที่ 3.12  ความไวของมอนอโคลนอลแอนติบอดีที่ถูกคัดเลือก 

  

มอนอโคลนอล
แอนติบอดี 

EC50 
(ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร) 

LOD 
(นำโนกรัมต่อ

มิลลิลิตร) 
CN1F4 0.09 8.3 
CN3F4 0.76 15.4 



27 
 

CN5F4 0.46 18.0 
CN10F4 0.86 18.2 
CN11F4 0.83 21.5 
CN12F4 0.75 15.8 
CN16F4 0.28 19.2 
CN20F4 0.14 6.1 

 
ผลการทดสอบความไวของแอนติบอดี แสดงดังตารางที่ 3.12 ชี้ให้เห็นว่าความไวของ MAb ในรูปของ

ค่า EC50 จะมีค่าอยู่ในช่วง 0.09 ถึง 0.86 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และในรูปของค่า LOD ในช่วง 6.1 ถึง 21.5 
นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร จากการเปรียบเทียบค่าความไวกับค่าความไวของชุดตรวจทางการค้า เช่น บริษัท 
Neogen ที่มีค่า LOD อยู่ในช่วง 2.5 ถึง 15 ppm จะเห็นว่า MAb CN1F4 และ CN20F4 มีค่าความไวอยู่
ในช่วงค่า LOD ของชุดตรวจ ดังนั้น MAb จากทั้ง 2 โคลนนี้จึงมีความเหมาะสมที่จะน้าไปใช้งานต่อ อย่างไรก็
ตาม MAb จากโคลนอ่ืนก็ให้ค่า LOD สูงกว่าเล็กน้อยจึงมีโอกาสที่จะน้าไปใช้งานได้ แต่ต้องเพ่ิมค่าความไวหรือ
ลดค่า LOD ในการตรวจ เช่นการตรวจในรูปแบบของ sandwich ELISA ซึ่งจะให้ค่าความไวเพ่ิมขึ้น 2-5 เท่า
เมื่อเทียบกับรูปแบบ indirect ELISA (Sino Biological Inc. website search on 22 March 2018) 

การทดสอบการเกิดปฏิกิริยาข้ามของมอนอโคลนอลแอนติบอดีต่อเคซีนจากวัวในแต่ละไอโซไทป์เคซีน 
ทดสอบโดยวิธี indirect ELISA ได้ผลดังตารางที ่3.13 

 
ตารางที ่3.13 ค่า EC50 และเปอร์เซนต์ปฏิกิริยาข้ามของมอนอโคลนอลแอนติบอดีต่อแต่ละ ไอโซไทป์ของโบ 

       ไวน์เคซีนด้วยเทคนิค indirect ELISA 
 

MAb จำกมอนอโคลน 
โบไวน์เคซีน แอลฟำs เคซีน บีตำ เคซีน แคปปำ เคซีน 

EC50 % CR EC50 % CR EC50 % CR EC50 % CR 
CN1F4 0.09 100 0.05 190 - - - - 
CN3F4 0.76 100 4.34 17 7.60 10 - - 
CN5F4 0.46 100 0.65 71 7.62 6 - - 
CN10F4 0.86 100 5.52 16 5.19 17 - - 
CN11F4 0.83 100 10.18 8 9.81 9 - - 
CN12F4 0.76 100 2.87 26 2.68 28 0.16 476 
CN16F4 0.28 100 0.63 45 0.83 34 - - 
CN20F4 0.14 100 2.24 6 0.13 105 0.02 770 

 
จากผลการทดสอบปฏิกิริยาข้ามของ MAb พบว่าแอนติบอดีจากมอนอโคลน CN1F4 เกิดปฏิกิริยา

ข้ามต่อแอลฟาs เคซีนมากที่สุด แอนติบอดีจากมอนอโคลน CN12F4 และ CN20F4 เกิดปฏิกิริยาข้ามต่อทุกไอ
โซไทป์ของเคซีน และเกิดปฏิกิริยาข้ามกับแคปปา เคซีนมากที่สุด อย่างไรก็ตาม มอนอโคลนอลแอนติบอดี
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ทั้งหมดนี้สามารถถูกนามาใช้ในการพัฒนาเป็นชุดตรวจสอบได้ โดยการเลือกแอนติบอดีที่เหมาะสม เพ่ือให้ได้
ชุดตรวจสอบที่มีประสิทธิภาพในการตรวจสอบโบไวน์เคซีนต่อไป 

 
3.8 กำรหำสภำวะท่ีเหมำะสมในกำรเตรียมชุดตรวจเคซีนโดยวิธี indirect competitive ELISA 
 3.8.1 การคัดเลือกมอนอโคลนอลแอนติบอดีตัวที่เหมาะสมในการเตรียมชุดตรวจ เคซีนโดยวิธี 
indirect competitive ELISA 
 เมื่อน้ามอนอโคลนอลแอนติบอดีที่ท้าให้บริสุทธิ์ทั้ง 8 โคลน มาทดสอบการจับกับเคซีนที่ความเข้มข้น 
100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยวิธี indirect competitive ELISA แอนติบอดีที่จับกับเคซีนในรูปสารละลาย
ได้จะท้าให้ค่าการดูดกลืนแสงที่ได้ลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับแอนติบอดีที่ไม่ได้เติมเคซีน พบว่า มอนอโคลนอล
แอนติบอดี CN1F4 มีความสามารถจับกับเคซีนที่เติมลงไปได้ดีที่สุด คือสามารถจับเคซีนในรูปสารละลายได้ 
85 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาคือมอนอโคลนอลแอนติบอดี CN20F4 สามารถจับได้ 79 เปอร์เซ็นต์ ส่วนโคลนอ่ืนมี
ความสามารถในการจับกับเคซีนได้ประมาณ 40 – 65 เปอร์เซ็นต์ ดังตารางที่ 3.14 
 
ตารางที่ 3.14 การทดสอบความสามารถของมอนอโคลนอลแอนติบอดีในการจับเคซีนในรูปสารละลายโดยวิธี  
                indirect competitive ELISA 
 

แอนติบอดี 
ค่ำกำรดูดกลืนแสงท่ี 450 นำโนเมตร 

เปอร์เซนต์กำรจับกับเคซีน 
แอนติบอดี + PBS แอนติบอดี + เคซีน 

CN1F4 0.88  0.01 0.13  0.01 85 
CN3F4 1.03  0.03 0.45  0.02 57 
CN5F4 1.15  0.01 0.55  0.04 53 
CN10F4 0.77  0.02 0.34  0.01 55 
CN11F4 1.25  0.02 0.53  0.04 57 
CN12F4 1.17  0.03 0.69  0.09 41 
CN16F4 0.95  0.03 0.33  0.01 65 
CN20F4 1.04  0.02 0.21  0.01 79 

 
 3.8.2 การทดสอบความไวของแอนติบอดีในการเตรียมชุดตรวจเคซีนโดยวิธี indirect competitive 
ELISA  
  จากการทดสอบความสามารถของแอนติบอดีในการจับกับเคซีนในรูปสารละลาย แอนติบอดี 
CN1F4 และ CN20F4 มีความสามารถในการจับเคซีนในรูปสารละลายได้ดีจึงท้าการทดสอบความไวในการจับ
กับเคซีน ทดสอบตามหัวข้อ 2.15 โดยแปรความเข้มข้นของเคซีนที่ใช้ทดสอบตั้งแต่ความเข้มข้น 0 – 100 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นท้าการค้านวณค่า LOD และค่า IC50 ได้ผลดังกราฟรูปที่ 1 จากผลการทดสอบ
แอนติบอดี CN1F4 มีความสามารถในการจับกับเคซีนที่ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ได้ดีกว่า 
CN20F4 โดยแอนติบอดี CN1F4 วัดค่าการดูดกลืนแสงต่้าสุดใกล้เคียงศูนย์แสดงว่าแอนติบอดีสามารถจับ
กับเคซีนได้ดี ส้าหรับแอนติบอดี CN20F4 มีค่าการดูดกลืนแสงประมาณ 1.0 แสดงว่าแอนติบอดี CN20F4 จับ
กับเคซีนได้ไม่ดี เมื่อทดสอบความไวของแอนติบอดี CN1F4 พบว่ามีค่า LOD และ IC50 เท่ากับ 2.460.01 
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และ 17.014.29 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล้าดับ ดังนั้นจึงเลือกโคลน CN1F4 ในการเตรียมชุด
ตรวจสอบเคซีนโดยใช้เทคนิค indirect competitive ELISA  
 

 
รูปที่ 1 การทดสอบความไวของแอนติบอดี CN1F4 โดยวิธ ีindirect competitive ELISA  

 
 3.8.3 การเตรียมกราฟมาตรฐานเคซีนในชุดตรวจเคซีนโดยวิธี indirect competitive ELISA 
  จากผลการทดสอบความไวของแอนติบอดี CN1F4 โดยการเคลือบหลุมด้วยเคซีนที่เข้มข้น 3 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และทดสอบกับแอนติบอดี CN1F4 เจือจาง 1:16000 สามารถจับกับเคซีนในรูป
สารละลายเคซีน ได้กราฟมาตรฐานที่ความเข้มข้นเคซีนเท่ากับ 0, 1 .25, 2.5, 5, 10, 20, 40 และ 60 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ส้าหรับตรวจหาปริมาณเคซีนในตัวอย่างโดยวิธี indirect competitive ELISA ดัง
ตารางที่ 3.15 และกราฟรูปที่ 2 
 
ตารางที่ 3.15 ค่าการดูดกลืนแสงของกราฟมาตรฐานเคซีน ทดสอบโดยวิธี indirect competitive ELISA 
 

ควำม
เข้มข้นเคซีน 
(ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร) 

ค่ำกำรดูดกลืนแสงท่ีควำมยำวคลื่น 450 นำโนเมตร 

ครั งที่ 1 ครั งที่ 2 ครั งที่ 3 ครั งที่ 4 ค่ำเฉลี่ย 

0 2.61  0.04 2.55  0.04 2.72  0.06 2.66  0.07 2.64  0.07 
1.25 2.40  0.06 2.28  0.06 2.30  0.05 2.33  0.06 2.33  0.05 
2.5 2.19  0.07 2.05  0.07 2.10  0.07 2.10  0.08 2.11  0.06 
5 1.70  0.06 1.48  0.10 1.49  0.08 1.48  0.13 1.54  0.11 
10 1.22  0.07 0.95  0.10 1.02  0.08 0.98  0.11 1.04  0.12 
20 0.98  0.06 0.69  0.08 0.80  0.06 0.67  0.08 0.78  0.14 
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40 0.39  0.07 0.25  0.03 0.30  0.04 0.28  0.04 0.30  0.06 
60 0.24  0.03 0.18  0.02 0.21  0.03 0.20  0.03 0.21  0.02 

 

 
 

รูปที่ 2 กราฟมาตรฐานเคซีนทดสอบโดยวิธี indirect competitive ELISA 
 
3.9 กำรหำสภำวะที่เหมำะสมในกำรเตรียมชุดตรวจเคซีนโดยวิธี sandwich ELISA 
 การทดสอบโดยวิธี sandwich ELISA ต้องใช้แอนติบอดี 2ตัว โดยเคลือบแอนติบอดีตัวแรกบนจาน
หลุมและแอนติบอดีตัวที่ 2 เชื่อมต่อกับไบโอติน ท้าการเชื่อมต่อมอนอโคลนอลแอนติบอดีทั้ง 8 ตัวกับไบโอติน 
ได้แก่ มอนอโคลนอลแอนติบอดี CN1F4, CN3F4, CN5F4, CN10F4, CN11F4, CN12F4, CN16F4 และ 
CN20F4 ตามหัวข้อ 2.16.1 จากนั้นทดสอบประสิทธิภาพของแอนติบอดีที่เชื่อมต่อกับไบโอตินในการจับกับเค
ซีน 
 3.9.1 การทดสอบแอนติบอดีท่ีเชื่อมต่อกับไบโอตินโดยวิธี ELISA  
  จากการน้ามอนอโคลนอลแอนติบอดีที่เชื่อมต่อกับไบโอตินมาเจือจางที่ความเข้มข้นต่างๆ
และทดสอบการท้าปฏิกิริยากับเคซีนที่เคลือบบนจาน 96 หลุม โดยวิธี direct ELISA ตามหัวข้อ 2.16.2 พบว่า 
เมื่อท้าการเจือจางแอนติบอดีที่เชื่อมต่อไบโอตินที่ความเข้มข้น 1:500, 1:1000, 1:2000, 1:4000, 1:8000 
และ 1:16000 เท่า แอนติบอดีทุกตัวยังมีประสิทธิภาพการจับกับเคซีนได้ดี โดยค่าการดูดกลืนแสงที่ 450 นา
โนเมตร ประมาณ 1.00 แอนติบอดี CN1F4, CN3F4, CN5F4, CN12F4 มีค่าการเจือจางที่ 1:1000 เท่า 
แอนติบอดี CN10F4 และ CN11F4 เจือจางที่ 1:16000 เท่า แอนติบอดี CN16F4 และ CN20F4 เจือจางที่ 
1:2000 และ 1:4000 เท่า ตามล้าดับดังตารางที่ 3.16 จากนั้นจึงน้าแอนติบอดีทั้ง 8 ตัวไปท้าการทดสอบ
แอนติบอดีคู่ที่เหมาะสมในการทดสอบโดยวิธี sandwich ELISA 
 
 
 

y = -0.581ln(x) + 2.5013 
R² = 0.9884 
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ตารางที ่3.16 การทดสอบประสิทธิภาพของแอนติบอดีท่ีเชื่อมต่อไบโอตินโดยวิธี ELISA  
 
แอนติบอดี ค่ำกำรดูดกลืนแสงท่ีควำมยำวคลื่น 450 นำโนเมตร 

เจือจำง (เท่ำ) 1:500 1:1,000 1:2,000 1:4,000 1:8,000 1:16,000 
CN1F4 2.060.74 1.050.29 0.580.23 0.350.05 0.210.03 0.160.02 
CN3F4 2.460.79 1.270.28 0.620.15 0.340.07 0.220.03 0.150.02 
CN5F4 1.960.51 0.980.26 0.550.10 0.280.05 0.190.03 0.140.01 
CN10F4 4.030.11 4.190.00 4.110.05 4.000.20 2.540.43 1.380.21 
CN11F4 3.800.26 4.160.12 4.030.05 3.970.11 2.660.35 1.490.20 
CN12F4 2.200.06 1.140.09 0.740.08 0.440.07 0.810.87 0.380.32 
CN16F4 3.340.40 1.850.12 1.060.18 0.540.06 0.320.01 0.200.01 
CN20F4 4.140.06 3.700.21 2.110.19 1.180.06 0.590.04 0.340.02 

 
 3.9.2 คัดเลือกแอนติบอดีคู่ท่ีเหมาะสมในการเตรียมชุดตรวจเคซีนโดยวิธี sandwich ELISA 
  เมื่อท้าการเคลือบแอนติบอดีตัวที่ 1 แต่ละตัวลงบนจานหลุม จากนั้นเติมเคซีนความเข้มข้น 3 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (หลุมที่ให้ผลบวก) เปรียบเทียบกับหลุมที่เติม PBS (หลุมที่ให้ผลลบ) แล้วจึงท้าปฏิกิริยา
ด้วยแอนติบอดีท่ีเชื่อมต่อกับไบโอตินแต่ละตัว ทดสอบตามวิธีในข้อ 2.16.3 ได้ผลดังตารางที่ 3.17 
 
ตารางที่ 3.17 อัตราส่วนค่าการดูดกลืนแสงเพ่ือคัดเลือกแอนติบอดีคู่ท่ีเหมาะสม  
 

Ab ที่เชื่อมต่อกับไบโอติน ค่ำกำรดูดกลืนแสงท่ีควำมยำวคลื่น 492 นำโนเมตร 
 CN1F4-B CN3F4-B 
Ab เคลือบหลุม เคซีน (P) PBS (N) P/N เคซีน (P) PBS (N) P/N 

CN1F4 0.60 0.63 0.94 0.58 0.58 0.99 
CN3F4 0.64 0.66 0.97 0.61 0.68 0.91 
CN5F4 0.60 0.68 0.88 0.62 0.73 0.85 
CN10F4 0.63 0.70 0.90 0.65 0.78 0.84 
CN11F4 0.63 0.73 0.86 0.68 0.80 0.85 
CN12F4 0.66 0.68 0.96 0.67 0.65 1.04 
CN16F4 0.55 0.69 0.80 0.56 0.64 0.88 
CN20F4 0.75 0.67 1.12 0.69 0.68 1.02 

 
Ab ที่เชื่อมต่อกับไบโอติน ค่ำกำรดูดกลืนแสงท่ีควำมยำวคลื่น 492 นำโนเมตร 

 CN5F4-B CN10F4-B 
Ab เคลือบหลุม เคซีน (P) PBS (N) P/N เคซีน (P) PBS (N) P/N 

CN1F4 1.68 0.91 1.85 0.76 0.20 3.80 
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CN3F4 1.40 1.05 1.33 0.42 0.19 2.19 
CN5F4 1.35 1.10 1.23 0.40 0.20 1.97 
CN10F4 1.41 1.19 1.18 0.36 0.20 1.81 
CN11F4 1.52 1.21 1.26 0.38 0.20 1.90 
CN12F4 1.76 0.95 1.86 0.78 0.19 4.09 
CN16F4 1.61 0.89 1.82 0.68 0.18 3.78 
CN20F4 1.75 0.91 1.92 0.72 0.21 3.51 

 
Ab ที่เชื่อมต่อกับไบโอติน ค่ำกำรดูดกลืนแสงท่ีควำมยำวคลื่น 492 นำโนเมตร 

 CN11F4-B CN12F4-B 
Ab เคลือบหลุม เคซีน (P) PBS (N) P/N เคซีน (P) PBS (N) P/N 

CN1F4 0.81 0.22 3.75 0.71 0.78 0.91 
CN3F4 0.54 0.23 2.40 0.78 0.94 0.83 
CN5F4 0.51 0.22 2.37 0.79 0.95 0.84 
CN10F4 0.47 0.20 2.33 0.80 0.99 0.81 
CN11F4 0.45 0.22 2.07 0.82 1.02 0.80 
CN12F4 0.92 0.21 4.50 0.80 0.82 0.98 
CN16F4 0.77 0.20 3.76 0.63 0.73 0.87 
CN20F4 0.80 0.22 3.69 0.88 0.80 1.10 

 
Ab ที่เชื่อมต่อกับไบโอติน ค่ำกำรดูดกลืนแสงท่ีควำมยำวคลื่น 492 นำโนเมตร 

 CN16F4-B CN20F4-B 
Ab เคลือบหลุม เคซีน (P) PBS (N) P/N เคซีน (P) PBS (N) P/N 

CN1F4 0.26 0.25 1.03 0.56 0.40 1.41 
CN3F4 0.27 0.31 0.89 0.60 0.43 1.39 
CN5F4 0.27 0.31 0.89 0.61 0.44 1.39 
CN10F4 0.27 0.33 0.82 0.69 0.45 1.53 
CN11F4 0.27 0.35 0.77 0.64 0.46 1.40 
CN12F4 0.28 0.26 1.07 0.63 0.41 1.52 
CN16F4 0.23 0.29 0.78 0.48 0.43 1.13 
CN20F4 0.28 0.24 1.15 0.69 0.41 1.67 

 
  แอนติบอดีท่ีเชื่อมต่อกับไบโอตินที่สามารถจับกับเคซีนได้ดี ได้แก่ CN10F4-B และ CN11F4-
B คือมีค่าการดูดกลืนแสงของปฏิกิริยาสูงเมื่อเติมเคซีนและค่าต่้าเมื่อไม่มีเคซีน และจับคู่กับแอนติบอดีที่เคลือบ
หลุม ได้แก่ CN12F4 และ CN20F4 ซึ่งเมื่อน้าค่าการดูดกลืนแสงของปฏิกิริยาหลุมที่เติมเคซีนซึ่งให้ผลบวก (P) 
หารด้วยค่าการดูดกลืนแสงหลุมที่ไม่เติมเคซีนซึ่งให้ผลลบ (N) มีค่าสูง 
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  จากนั้นท้าการทดสอบเปรียบเทียบการเคลือบหลุมด้วย CN12F4, CN20F4 และไม่เคลือบ
หลุมด้วยแอนติบอดี เติมเคซีนที่ความเข้มข้น 0, 0.31, 0.62, 1.25, 2.5, 5, 10 และ 20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
ท้าปฏิกิริยากับแอนติบอดีที่เชื่อมต่อกับไบโอตินได้แก่ CN10F4-B เปรียบเทียบกับ CN11F4-B ทดสอบโดยวิธี 
sandwich ELISA พบว่า หลุมที่เคลือบด้วยแอนติบอดีผลที่ได้มีค่าใกล้เคียงกันกับหลุมที่ไม่เคลือบแอนติบอดี
บนจานหลุม แสดงว่าแอนติบอดีท่ีเชื่อมต่อกับไบโอตินก็สามารถจับกับเคซีนและลงไปติดกับหลุมได้ ดังตารางที่ 
3.18 
 
ตารางที ่3.18 ค่าการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตรจากการทดสอบเคซีนโดยวิธี sandwich ELISA 
 

Ab ที่เชื่อมต่อกับไบโอติน CN10F4-B CN11F4-B 
เคซีนเข้มขน้ เคลือบหลุมด้วย เคลือบหลุมด้วย 
(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) CN12F4 CN20F4 PBS CN12F4 CN20F4 PBS 

0 0.200.01 0.170.00 0.080.01 0.340.01 0.280.00 0.080.00 
0.31 0.200.00 0.180.00 0.070.00 0.340.00 0.310.02 0.080.00 
0.62 0.210.01 0.200.00 0.080.01 0.340.01 0.330.01 0.080.00 
1.25 0.230.00 0.270.00 0.080.01 0.390.01 0.400.02 0.100.00 
2.5 0.290.01 0.420.01 0.130.01 0.490.02 0.550.04 0.200.00 
5 0.490.02 0.650.00 0.300.01 0.810.03 0.800.05 0.530.01 
10 0.900.02 1.010.02 0.710.02 1.310.02 1.250.04 0.960.00 
20 1.490.02 1.640.01 1.410.05 1.910.04 1.750.00 1.630.01 

  
 การทดสอบเคซีนโดยวิธี sandwich ELISA เนื่องจากการเคลือบหลุมด้วย CN12F4 และ CN20F4 
ให้ผลที่ใกล้เคียงกัน จึงท้าการคัดเลือกแอนติบอดีที่เคลือบหลุมด้วย CN12F4 เปรียบเทียบกับหลุมที่ไม่เคลือบ
แอนติบอดีและเคลือบหลุมด้วยพอลิโคลนอลแอนติบอดีจากซีรัมหนู ทดสอบเคซีนที่ความเข้มข้น 40, 30, 20, 
16, 12, 8, 4, 2, 1, 0.5, 0.2 และ 0 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ท้าปฏิกิริยากับแอนติบอดีที่เชื่อมต่อกับไบโอติน 
CN10F4-B และ CN11F4-B เจือจาง 1:1000 เพ่ือเปรียบเทียบความไวในการตรวจหาปริมาณเคซีน จากการ
ทดลองพบว่า เมื่อเคลือบหลุมด้วยแอนติบอดี CN12F4 สามารถตรวจหาเคซีนได้ดีกว่าการเคลือบหลุมด้วยพอ
ลิโคลนอลจากซีรัมหนู แต่ให้ผลการทดสอบคล้ายกับหลุมที่ไม่เคลือบด้วยแอนติบอดีคือ มีค่าการดูดกลืนแสงที่
สูง เมื่อเติมเคซีนปริมาณมากและค่าการดูดกลืนแสงลดลงเมื่อเติมปริมาณเคซีนน้อย จึงเห็นได้ว่าแอนติบอดีที่
เชื่อมต่อกับไบโอตินสามารถจับเคซีนและจับที่หลุมได้โดยที่ไม่ต้องเคลือบแอนติบอดีไว้ที่ก้นหลุมและหลุมที่ไม่
เติมเคซีนจะมีค่าการดูดกลืนแสงต่้า แสดงว่าค่าที่ได้ไม่ได้เกิดจากผลบวกที่ผิด และเมื่อเปรียบเทียบแอนติบอดี
ที่เชื่อมต่อกับไบโอติน CN10F4-B กับ CN11F4-B พบว่าได้ผลคล้ายคลึงกัน จากผลการทดลองที่ได้เมื่อน้ามา
ค้านวณค่าความไวในการตรวจเคซีนโดยค้านวณค่า IC50 พบว่าเมื่อเคลือบหลุมด้วย CN12F4 และทดสอบกับ
แอนติบอดีที่เชื่อมต่อกับไบโอติน CN10F4-B ให้ค่าความไวสูงสุดคือ มีค่า IC50 เท่ากับ 2.4 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร ดังตารางที่ 3.19 และกราฟรูปที่ 3 และ 4 แสดงการตรวจวัดปริมาณเคซีนโดยวิธี sandwich ELISA 
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ตารางที ่3.19 ค่าการดูดกลืนแสงและค่า IC50 เมื่อทดสอบโดยวิธี sandwich ELISA 
 
ควำมเข้มข้น 

เคซีน 
(ไมโครกรัม 
ต่อมิลลิลิตร) 

ค่ำกำรดูดกลืนแสงท่ีควำมยำวคลื่น 492 นำโนเมตร 
CN10F4-B CN11F4-B 

เคลือบหลุมด้วย เคลือบหลุมด้วย 
PBS CN12F4 ซีรัมหนู PBS CN12F4 ซีรัมหนู 

0 0.070.00 0.160.01 0.090.01 0.060.00 0.120.01 0.080.00 
0.2 0.070.00 0.180.01 0.090.01 0.060.00 0.130.01 0.080.01 
0.5 0.080.00 0.220.00 0.090.01 0.080.00 0.150.01 0.080.00 
1 0.150.00 0.330.01 0.130.01 0.130.01 0.240.00 0.120.01 
2 0.230.01 0.400.01 0.170.01 0.190.01 0.300.01 0.150.01 
4 0.560.02 0.730.01 0.340.00 0.440.01 0.550.03 0.280.01 
8 0.860.02 0.890.03 0.510.01 0.660.04 0.700.05 0.440.08 
12 1.010.03 0.940.01 0.560.03 0.730.06 0.770.04 0.460.02 
16 1.030.01 0.980.00 0.560.00 0.770.04 0.780.05 0.460.02 
20 1.030.02 0.960.02 0.570.00 0.850.07 0.790.02 0.450.02 
30 0.950.02 0.910.02 0.550.00 0.820.07 0.790.02 0.460.01 
40 0.990.03 0.900.04 0.560.01 0.760.04 0.770.03 0.450.04 
IC50

(ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร) 

3.79 2.38 3.81 4.27 3.05 3.54 

 



35 
 

 
 

รูปที่ 3 การตรวจวัดเคซีนด้วยแอนติบอดี CN10F4 ที่เชื่อมต่อกับไบโอติน โดยวิธี sandwich ELISA 
 

 
 

รูปที่ 4 การตรวจวัดเคซีนด้วยแอนติบอดี CN11F4 ที่เชื่อมต่อกับไบโอตินโดยวิธี sandwich ELISA 
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 ในการทดลองนี้การเตรียมชุดตรวจสอบเคซีนทดสอบด้วยวิธี sandwich ELISA จึงไม่เหมาะสม
เนื่องจากในการตรวจหาปริมาณเคซีนโดยวิธี sandwich ELISA นี้ หลุมที่ไม่เคลือบด้วยแอนติบอดีก็สามารถ
ตรวจหาเคซีนได้ ดังนั้นในการตรวจหาปริมาณเคซีนในน้้านมจึงเลือกตรวจเคซีนในน้้านมวัวโดยวิธี indirect 
competitive ELISA เปรียบเทียบกับชุดตรวจสอบทางการค้า 
 
3.10 กำรประเมินประสิทธิภำพกำรตรวจเคซีนโดยวิธี indirect competitive ELISA 
 การเตรียมชุดตรวจหาปริมาณเคซีนด้วยวิธี indirect competitive ELISA โดยท้าการเคลือบจาน
หลุมด้วยเคซีนเข้มข้น 3 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 12 – 16 ชั่วโมง จากนั้นล้างด้วย PBS-T 3 ครั้ง เติม 5 เปอร์เซ็นต์ FBS ละลายใน PBS 
ปริมาตร 300 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1.5 ชั่วโมง ล้างจานหลุมด้วย 
PBS-T 3 ครั้ง เติมสารละลายเคซีนที่ความเข้มข้น 0, 1.25, 2.5, 5, 10 และ 20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ที่
ละลายอยู่ในสารละลาย PBS และน้้านมถั่วเหลือง ปริมาตร 50 ไมโครลิตรต่อหลุม เขย่าเบาๆ บ่มที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1.5 ชั่วโมง ล้างหลุมด้วย PBS-T จ้านวน 3 ครั้ง เติม goat anti mouse IgG-
HRP เจือจางที่ 1:10000 ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 
ชั่วโมง ล้างหลุม 3 ครั้ง จากนั้นเติมสารละลายสับสเตรท TMB ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มในที่มืด 
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลานาน 15 นาที หยุดปฏิกิริยาด้วยกรดซัลฟิวริกเข้มข้น 1 โมลาร์ ปริมาตร 100 
ไมโครลิตรต่อหลุม จากนั้นวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร 
 3.10.1 การหาความแม่นย้า   
  จากผลการทดสอบความแม่นย้าโดยค้านวณหาปริมาณเคซีนที่เติมลงในน้้านมถั่วเหลืองทาง
การค้าที่ไม่ผสมน้้านมวัวที่ความเข้มข้น 0, 1.25, 2.5, 5, 10 และ 20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ด้วยวิธี indirect 
competitive ELISA โดยเติมสาร 3 ครั้ง และทดสอบ 3 วัน แต่ละครั้งท้าการทดสอบ 12 ซ้้า ค้านวณหา
ปริมาณเคซีนเทียบกับกราฟมาตรฐานเคซีนที่ละลายใน PBS จากนั้นค้านวณหาค่า % coefficient of 
variation (% CV) ทั้งแบบ intra-variation assay และ inter-variation assay ได้ผลดังตารางที่ 3.20 และ 
3.21 ค่า % CV มีค่าน้อยแสดงว่ามีความแม่นย้าสูง มาตรฐานการวิเคราะห์ค่า % CV ต้องมีค่าน้อยกว่า 5% 
จากผลการทดสอบค่า % CV ที่มีค่าต่้ากว่า 5% ที่ความเข้มข้นเคซีน 2.5 – 20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

3.10.2 กำรหำค่ำควำมถูกต้อง 
  จากการทดสอบหาปริมาณเคซีนที่เติมลงในน้้านมถั่วเหลืองทางการค้าที่ไม่ผสมน้้านมวัวโดย
วิธี indirect competitive ELISA ทดสอบปริมาณเคซีนที่เติมลงไปที่ความเข้มข้น 0, 1.25, 2.5, 5, 10 และ 
20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ท้าการทดสอบทั้งแบบ intra-variation assay และ inter-variation assay 
ค้านวณหาค่า % recovery โดยท้าการเปรียบเทียบระหว่างค่าความเข้มข้นเคซีนที่วิเคราะห์ได้กับความ
เข้มข้นเคซีนที่เติมลงไป ได้ผลดังตารางที่ 3.20 และ 3.21 โดยเติมเคซีนที่ความเข้มข้น 1.25, 2.5, 5, 10 และ 
20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถตรวจหาปริมาณเคซีนได้ความเข้มข้น 1.810.12, 4.110.12, 
7.490.09, 11.350.07 และ 15.540.04 ตามล้าดับ และมีค่า % recovery 144.8, 164.5, 149.8, 
113.5 และ 77.7 เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ ซึ่งค่าที่ใกล้เคียงกับที่เติมลงไปมากที่สุดคือความเข้มข้น 10 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
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ตารางที่ 3.20 ค่า % CV และ % recovery วิเคราะห์แบบ intra-variation assay  
 

กำรทดสอบ 
fortified conc. 

(µg/ml)  N (n) meansd (µg/ml) CV (%) recovery (%) 

 1.25 3 (36) 2.160.13 10.21 172.6 
 2.5 3 (36) 4.710.11 4.47 188.3 

วันที่ 1 5 3 (36) 8.760.09 1.80 175.2 
 10 3 (36) 12.210.06 0.56 122.1 
 20 3 (36) 16.060.03 0.16 80.3 
 1.25 3 (36) 1.410.12 9.33 113.2 
 2.5 3 (36) 3.440.13 5.27 137.6 

วันที่ 2 5 3 (36) 6.930.11 2.17 138.5 
 10 3 (36) 11.380.08 0.80 113.8 
 20 3 (36) 16.010.05 0.26 80.0 
 1.25 3 (36) 1.860.10 8.25 148.7 
 2.5 3 (36) 4.190.12 4.65 167.4 

วันที่ 3 5 3 (36) 6.780.08 1.65 135.5 
 10 3 (36) 10.460.07 0.65 104.6 
 20 3 (36) 14.570.04 0.20 72.8 

 
ตารางที่ 3.21 ค่า % CV และ % recovery วิเคราะห์แบบ inter-variation assay  
 

fortified conc. (µg/ml) N meansd (µg/ml) CV (%) recovery (%) 

1.25 3 1.810.12 9.26 144.8 
2.5 3 4.110.12 4.80 164.5 
5 3 7.490.09 1.88 149.8 
10 3 11.350.07 0.67 113.5 
20 3 15.540.04 0.20 77.7 

 
3.11 กำรตรวจหำปริมำณเคซีนในตัวอย่ำงน  ำนมวัว 
 การตรวจหาปริมาณเคซีนในน้้านมวัวตัวอย่างด้วยชุดตรวจสอบต้นแบบวิธี indirect competitive 
ELISA ซึ่งมีความจ้าเพาะต่อแอลฟาเคซีน ท้าการทดสอบโดยเคลือบหลุมจาน 96 หลุมด้วยเคซีนเข้มข้น 3 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 – 14 
ชั่วโมง ล้างจานหลุม 3 ครั้ง ท้าการบล๊อกส่วนที่เหลือบนหลุมด้วย 5 เปอร์เซ็นต์ FBS ปริมาตร 300 ไมโครลิตร
ต่อหลุม บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง 30 นาที หลังจากล้างจาน 96 หลุม  เติมเคซีนมาตร
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ฐาน, ตัวอย่างน้้านมเจือจางที่ความเข้มข้นต่างๆ ปริมาตร 50 ไมโครลิตรต่อหลุม และเติมแอนติบอดี CN1F4 
เจือจางท่ีความเข้มข้น 0.125 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตรต่อหลุม เขย่าจานหลุมเบาๆ บ่ม
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 1 ชั่วโมง 30 นาที หลังจากล้างจาน 96 หลุม เติม goat anti 
mouse IgG-HRP เจือจางท่ี 1:10000 ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 1 ชั่วโมง ล้างจาน 96 หลุม จากนั้นเติมสารละลายสับสเตรท TMB ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่ม
ที่มืด ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 15 นาที หยุดปฏิกิริยาด้วย 1 N กรดซัลฟิวริก ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม 
ท้าการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร ค้านวณหาปริมาณเคซีนเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานเคซีน 
จากการทดสอบหาเคซีนในน้้านมที่ใช้บริโภคในท้องตลาด 3 ตัวอย่าง ได้แก่ น้้านมวัวขาดมันเนยพาสเจอร์ไรส์, 
น้้านมวัวพาสเจอร์ไรส์กลิ่นสตอเบอรี่และรสช็อคโกแลต และตัวอย่างน้้านมวัวสดจากกรมปศุสัตว์ จ้านวน 7 
ตัวอย่าง เปรียบเทียบปริมาณเคซีนที่ตรวจได้จากชุดตรวจทางการค้าตามวิธีในหัวข้อ 2.17.4  โดยมีกราฟ
มาตรฐานชุดตรวจดังภาคผนวกที่ 1 จากผลการทดสอบหาปริมาณเคซีน ด้วยชุดตรวจต้นแบบวิธี indirect 
competitive ELISA พบว่าน้้านมบริโภคมีปริมาณเคซีนประมาณ 50 – 60 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร น้้านมวัวสด
มีปริมาณเคซีน 15 – 50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และจากการตรวจวัดเคซีนด้วยชุดตรวจทางการค้า น้้านม
บริโภคมีปริมาณเคซีนประมาณ 30 – 40 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และน้้านมวัวสดมีปริมาณเคซีน 0.3 – 0.6 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ดังตารางที่ 3.22  
 
ตารางที่ 3.22 การตรวจวัดปริมาณเคซีนในน้้านมวัว 
 

ตัวอย่ำงน  ำนม 
ปริมำณเคซีน (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

ชุดตรวจต้นแบบ ชุดตรวจทำงกำรค้ำ 
1. น  ำนมบริโภคขำดมันเนย 51.1 37.5 
2. น  ำนมบริโภคกลิ่นสตอเบอรี่ 63.3 36.8 
3. น  ำนมบริโภครสช็อคโกแลต 62.4 32.1 
4. น  ำนมวัวสด ตัวที่ 1 32.8 0.5 
5. น  ำนมวัวสด ตัวที่ 2 15.6 0.3 
6. น  ำนมวัวสด ตัวที่ 3 27.9 0.6 
7. น  ำนมวัวสด ตัวที่ 4 29.0 0.6 
8. น  ำนมวัวสด ตัวที่ 5 38.7 0.6 
9. น  ำนมวัวสด ตัวที่ 6 49.4 0.5 
10. น  ำนมวัวสด ตัวที่ 7 34.8 0.5 
  
 เมื่อท้าการตรวจหาปริมาณเคซีนที่เติมลงในน้้านมถั่วเหลืองโดยเติมเคซีนที่ความเข้มข้น 1.25, 2.5, 5, 
10, และ 20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ด้วยชุดตรวจต้นแบบเปรียบเทียบกับชุดตรวจทางการค้าได้ผลดังตารางที่ 
3.23 พบว่า ชุดตรวจต้นแบบจะตรวจพบเคซีนได้ในปริมาณที่ใกล้เคียงกับปริมาณเคซีนที่เติมลงไป แต่เมื่อ
ตรวจด้วยชุดตรวจทางการค้าด้วยจะตรวจหาปริมาณเคซีนที่ได้น้อยกว่าที่เติมลงไปประมาณ 5 – 10 เท่า 
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ตารางที่ 3.23 การตรวจวัดปริมาณเคซีนที่ความเข้มข้นต่างๆที่เติมในน้้านมถ่ัวเหลือง 
 
เคซีนในน  ำนมถั่วเหลืองเข้มข้น

(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 
ปริมำณเคซีนที่ตรวจพบ (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

ชุดตรวจต้นแบบ ชุดตรวจทำงกำรค้ำ 
1.25 1.81  0.18 0.39 
2.5 4.11  0.12 0.46 
5 7.49  0.09 0.70 
10 11.35  0.07 1.26 
20 15.54  0.04 1.96 
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4. สรุปและอภิปรำยผลกำรทดลอง 
 

จากการฉีดกระตุ้นระบบภูมิคุ้นกันของหนูสายพันธุ์ BALB/c 1 ตัว ด้วยโบไวน์เคซีน (casein, 
catelog no. C3400, Sigma-Aldrich) และ 2 ตัว ด้วยโบไวน์เคซีน (casein sodium salt from bovine 
milk, catalog no. C8654, Sigma-Aldrich) แล้วน้าเซลล์ม้ามจากหนูทั้ง 3 ตัวมาหลอมรวมเซลล์มัยอีโลมา 
สามารถสร้างมอนอโคลนต้นก้าเนิดได้ 1, 7 และ 5 โคลน ตามล้าดับ ซึ่งสามารถแยกเป็นมอนอโคลนได้ 7, 20 
และ 33 มอนอโคลน ตามล้าดับ จากการน้ามอนอโคลนที่ได้ทั้งหมดมาหาไอโชไทป์ พบว่าเป็น IgG1 46 โคลน 
IgG2a 5 โคลน และ IgM 9 โคลน จากนั้นได้ท้าการทดสอบการจับของมอนอโคลนอลแอนติบอดีต่อเคซีนชนิด
ต่างๆ ได้แก่ CN, s-CN, -CN, -CN ต่อแลกโตโกลบูลินและโอวัลบูมิน สามารถจ้าแนกมอนอโคลนอล
แอนติบอดีได้เป็น 7 กลุ่มตามลักษณะการจับ จึงได้คัดเลือกเฉพาะมอนอโคลนอลแอนติบอดีที่จับกับ CN, s-
CN, -CN, -CN แต่ไม่จับกับแลกโตโกลบูลินและโอวัลบูมินไปศึกษาต่อว่ามอนอโคลนอลแอนติบอดีเหล่านี้มี
ความจ้าเพาะต่ออิพิโทปต่างกันอย่างไร ท้าให้สามารถคัดเลือกมอนอโคลนอลแอนติบอดีที่อาจจับที่อิพิโทป
ต่างกันได้ 8 ตัว ได้แก่ CN1F4, CN3F4, CN5F4, CN10F4, CN11F4, CN12F4, CN16F4 และ CN20F4 ท้า
การเพ่ิมจ้านวนเซลล์และเก็บอาหารเลี้ยงเซลล์  น้ามาเตรียมแอนติบอดีให้บริสุทธิ์ โดยวิธี  affinity 
chromatography และตรวจหาปริมาณโปรตีนที่ได้มีความเข้มข้น 1.78, 2.12, 2.38, 2.95, 2.91, 2.61, 2.47 
และ 2.13 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล้าดับ เมื่อศึกษาคุณสมบัติของแอนติบอดีที่ได้ แอนติบอดี CN1F4 เป็น
แอนจิบอดีชนิด IgG2a ส่วนแอนติบอดีอีก 7 ตัวเป็นชนิด IgG1 จากการศึกษาความไวของแอนติบอดีในการจับ
กับเคซีนโดยวิธี indirect ELISA พบว่า แอนติบอดี CN1F4 มีความไวสูงสุด คือมีค่า LOD และ EC50 เท่ากับ 
8.3 และ 90 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร และมีความสามารถในการจับเฉพาะกับโบไวน์เคซีน ไอโซไทป์แอลฟาเคซีน 
แอนติบอดี CN3F4, CN5F4, CN10F4, CN11F4 และ CN16F4 สามารถจับกับโบไวน์เคซีน ไอโซไทป์
แอลฟาเคซีนและบีตาเคซีน ส่วน CN12F4 และ CN20F4 จับได้กับโบไวน์เคซีน ไอโซไทป์แอลฟาเคซีน บีตาเค
ซีนและแคปปาเคซีน  
 ในการตรวจวัดปริมาณเคซีนในน้้านมวัวสามารถตรวจได้โดยวิธี indirect competitive ELISA ซึ่ง
แอนติบอดีที่ได้ต้องมีความสามารถจับกับเคซีนในรูปสารละลายจึงสามารถตรวจวัดปริมาณเคซีนได้ ส่วนการ
ตรวจโดยวิธี sandwich ELISA ต้องใช้แอนติบอดี 2 ตัวที่มีอิพิโทปต่างกัน โดยจะใช้แอนติบอดีตัวแรกเคลือบ
ไว้ที่หลุมก่อน จากนั้นจึงเติมแอนติบอดีตัวที่สองท่ีเชื่อมต่อกับไบโอตินหรือเอนไซม์ 
 จากผลการทดสอบหาแอนติบอดีที่เหมาะสมในการเตรียมชุดตรวจโดยวิธี indirect competitive 
ELISA พบว่า แอนติบอดีที่สามารถจับกับเคซีนได้ดีที่สุดคือ CN1F4 รองลงมาได้แก่ CN20F4 และ CN16F4 
โดยเปอร์เซ็นต์การจับกับเคซีนมีค่าเท่ากับ 85, 79 และ 65 เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ และแอนติบอดี CN1F4 
สามารถจับกับเคซีนได้สมบูรณ์ที่สุดเมื่อทดสอบกับเคซีนที่ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ได้มีค่าต่้าใกล้ศูนย์คือ ประมาณ 0.1 ส่วนแอนติบอดีตัวอ่ืนๆมีค่าสูงจึงไม่เหมาะสมที่จะน้ามาใช้
ทดสอบด้วยวิธีนี้ การเตรียมชุดตรวจเคซีนโดยวิธี indirect competitive ELISA   โดยการเคลือบหลุมด้วยเค
ซีนเข้มข้น 3 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บล๊อกหลุมด้วย 5 เปอร์เซ็นต์ FBS เติมเคซีนมาตรฐานความเข้มข้น 0, 
1.25, 2.5, 5, 10, และ 20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และใช้แอนติบอดี CN1F4 เข้มข้น 125 นาโนกรัมต่อ
มิลลิลิตร ในการตรวจวัดปริมาณเคซีน ดังนั้นจึงจะใช้สภาวะดังกล่าวนี้ในการเตรียมชุดตรวจเคซีนซึ่ง
แอนติบอดี CN1F4 มีความไวในการตรวจคือ มีค่า LOD และ IC50 เท่ากับ 2.46  0.01 และ 17.01  4.29 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล้าดับ 
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 การเตรียมชุดตรวจเคซีนโดยวิธี sandwich ELISA เมื่อท้าการเชื่อมต่อแอนติบอดีทั้ง 8 ตัวกับไบโอติน 
และเคลือบหลุมด้วยแอนติบอดีทั้ง 8 ตัว โดยสลับกันเป็นคู่ๆ ทดสอบกับเคซีนที่ความเข้มข้น 3 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร (หลุมบวก) เปรียบเทียบกับหลุมที่ไม่ใส่เคซีน (หลุมลบ) คัดเลือกคู่แอนติบอดีที่ให้ค่าบวกสูงและให้ค่า
ลบต่้า เมื่อค้านวณอัตราส่วนหลุมบวกหารหลุมลบที่ได้ค่าสูง จึงคัดเลือกแอนติบอดี CN12F4 เป็นตัวเคลือบ
หลุมและเลือก CN10F4-B ที่เชื่อมต่อกับไบโอตินเป็นชุดตรวจเคซีน จากนั้นท้าการเปรียบเทียบหลุมที่เคลือบ
ด้วยมอนอโคลนอลแอนติบอดี CN12F4, ซีรัมหนูซึ่งมีคุณสมบัติเป็นพอลิโคลนอลแอนติบอดีกับหลุมที่ไม่
เคลือบแอนติบอด ีทดสอบกับเคซีนที่ความเข้มข้น 0 – 40 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่า หลุมที่เคลือบและไม่
เคลือบแอนติบอดีสามารถตรวจวัดเคซีนได้ โดยหลุมที่ไม่เคลือบแอนติบอดีสามารถจับกับเคซีนได้ใกล้เคียงกับ
หลุมที่เคลือบด้วยมอนอโคลนอลแอนติบอดี ซึ่งแสดงให้เห็นว่าแอนติบอดีที่เชื่อมต่อกับไบโอตินสามารถ
ตรวจวัดปริมาณเคซีนได้โดยไม่ต้องเคลือบแอนติบอดีไว้ที่ก้นหลุมก่อน 
 จากการทดลองเปรียบเทียบวิธีการตรวจเคซีนโดยวิธี indirect competitive ELISA กับวิธี 
sandwich ELISA ได้ท้าการเลือกวิธี indirect competitive ELISA เป็นชุดตรวจสอบต้นแบบในการตรวจหา
ปริมาณเคซีน เนื่องจากการหาปริมาณเคซีนด้วยวิธี sandwich ELISA ยังไม่เหมาะสม จากนั้นได้ท้าการ
ประเมินประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบต้นแบบ โดยการเติมเคซีนที่ความเข้มข้น 1.25, 2.5, 5, 10 และ 20 ใน
น้้านมถั่วเหลืองทางการค้าที่ไม่มีน้้านมวัว ตรวจหาปริมาณเคซีนที่เติมลงไปด้วยชุดตรวจสอบต้นแบบ ท้าการ
วิเคราะห์หาค่า % recovery และ % CV ท้าการวิเคราะห์ทั้งแบบ intra-variation assay และ inter-
variation assay ได้ค่าเคซีนในตัวอย่างน้้านมถั่วเหลืองเท่ากับ 1.810.12, 4.110.12, 7.490.09, 
11.350.07 และ 15.540.04 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล้าดับ ค่า % recovery เท่ากับ 144.8, 164.5, 
149.8, 113.5 และ 77.7 ตามล้าดับ และมีค่า % CV เท่ากับ 9.26, 4.80, 1.88, 0.67 และ 0.20 ตามล้าดับ 
ค่าเคซีนที่ให้ผลใกล้เคียงกับที่เติมลงไปมากที่สุดคือ ค่าความเข้มข้นที่ 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยจะมี
ค่า % CV ต่้ากว่า 5% และ % recovery ต่้ากว่า 120% ในการทดสอบนี้ไม่ได้มีการเจือจางตัวอย่าง ดังนั้น
สารอ่ืนๆในน้้านมถั่วเหลืองอาจรบกวนปฏิกิริยาได้บ้างเล็กน้อย แต่ในการตรวจหาเคซีนในตัวอย่างต้องมีการ
เจือจางจึงท้าให้ไม่เกิดปัญหาในการทดสอบ 
 จากนั้นท้าการตรวจปริมาณเคซีนในน้้านมบริโภคและน้้านมวัวสดโดยวิธี indirect competitive 
ELISA ชุดต้นแบบ ในการตรวจหาต้องเจือจางตัวอย่างน้้านม 2000 - 4000 เท่า เนื่องจากในน้้านมมีปริมาณเค
ซีนสูงประมาณ 80% ของโปรตีนในน้้านมหรือประมาณ 30 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จากการตรวจวัดเคซีนใน
น้้านมบริโภคชนิดไม่มีไขมัน, รสสตรอว์เบอรี่ และรสช๊อกโกแลต มีปริมาณเคซีนเท่ากับ 51.1, 63.3 และ 62.4 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล้าดับ (ในน้้านมบริโภคมีปริมาณเคซีนค่อนข้างสูงเนื่องจากในกระบวนการผลิตอาจ
ท้าให้น้้านมมีความเข้มข้นขึ้น) และจากการทดสอบน้้านมวัวสดจ้านวน 7 ตัวอย่าง พบว่ามีปริมาณเคซีนอยู่
ในช่วง 15 – 50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ในน้้านมวัวแต่ละตัวจะมีปริมาณเคซีนที่แตกต่างกัน 
 เมื่อท้าการตรวจวัดเคซีนในน้้านมตัวอย่างด้วยชุดตรวจทางการค้า พบว่าปริมาณเคซีนที่ตรวจได้มี
ค่าต่้ากว่าตรวจด้วยชุดตรวจต้นแบบ คือปริมาณเคซีนในน้้านมบริโภคชนิดไม่มีไขมัน, รสสตรอว์เบอรี่ และรส  
ช๊อกโกแลตมีเคซีน 37.5, 36.8 และ 32.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล้าดับ และปริมาณเคซีนในน้้านมวัวสดมี
อยู่ประมาณ 0.3 – 0.6 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เนื่องจากชุดตรวจทางการค้ามีความจ้าเพาะต่อแอลฟาเคซีนจึง
ตรวจเคซีนได้ในปริมาณท่ีต่้ากว่าการตรวจด้วยชุดตรวจต้นแบบ ซึ่งชุดตรวจทางการค้านี้สามารถตรวจพบเคซีน
ในน้้านมอยู่ในช่วง 0.0356 – 0.468 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และมีกราฟมาตรฐานเคซีนที่ความเข้มข้น 15.6 – 
1000 พิโคกรัมต่อมิลลิลิตร ดังนั้นในการตรวจเคซีนในน้้านมตัวอย่างต้องท้าการเจือจาง 106 – 108 เท่า จึงจะ
สามารถตรวจปริมาณเคซีนให้อยู่ในช่วงกราฟมาตรฐานได้ ขณะที่ชุดตรวจเคซีนต้นแบบที่เตรียมได้มีกราฟ
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มาตรฐานอยู่ในช่วง 1.25 – 60 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร การเจือจางน้้านมที่ท้าการทดสอบจึงอยู่ในช่วง 2000 – 
4000 เท่า 
 ดังนั้นในงานวิจัยนี้สามารถเตรียมมอนอโคลนอลแอนติบอดีที่มีความจ้าเพาะต่อเคซีนและสามารถ
เตรียมเป็นชุดตรวจเคซีนต้นแบบได้ด้วยวิธี indirect competitive ELISA มอนอโคลนอลแอนติบอดีนี้ยัง
สามารถน้าไปใช้พัฒนาเป็นแถบทดสอบตรวจเคซีนได้ 
 ส่วนหนึ่งของงานวิจัยนี้ได้น้าเสนอผลงานในงานประชุมวิชาการวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่ ง
ประเทศไทย ครั้งที่ 45 (วทท. 45) เมื่อวันที่ 7 – 9 ตุลาคม 2562 ณ มหาวิทยาลัยแม่ฟ้าหลวง ภายใต้หัวข้อ 
“ต้นกล้านวัตกรรมสู่การพัฒนาที่ยั่งยืน (Seeding Innovation for Sustainable Development) ดัง
ภาคผนวกท่ี 2   
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ภำคผนวก 1 
 
ค่าการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร จากการทดสอบ ELISA ของชุดตรวจเคซีนทางการค้า 
 

ควำมเข้มข้นเคซีน ค่ำกำรดูดกลืนแสงท่ีควำมยำวคลื่น 450 นำโนเมตร 
(พิโคกรัมต่อมิลลิลิตร) ครั งที่ 1 ครั งที่ 2 ค่ำเฉลี่ย 

0 0.10 0.10 0.10 
15.625 0.12 0.12 0.12 
31.25 0.12 0.13 0.13 
62.5 0.16 0.16 0.16 
125 0.22 0.21 0.22 
250 0.36 0.35 0.36 
500 0.68 0.69 0.69 
1000 1.53 1.47 1.50 

 
 

 
 

กราฟมาตรฐานของชุดตรวจเคซีนทางการค้า 
 
 
 
 
 

y = 715.48x - 43.513 
R² = 0.9913 
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ภำคผนวก 2 
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test kit using enzyme-linked immunosorbent assay.  9th National Grad 
Research Conference. 14-15 March 2008. Burapha University, Bangsaen 
Chonburi, Thailand. p: 185 
 9. Womgphanit P., Komolpis, K., Palaga, T. Development of enrofloxacin 
detecting test kit using enzyme-linked immunosorbent assay. The 12th 
Biological Science Graduate Congress. 17-19 December 2007. Institute of 
Biological Sciences, Faculty of Science, University of Malaya, Malaysia. P:196 

 
 8.4 งานวิจัยที่ก้าลังท้า  

8.4.1 การพัฒนาและตรวจสอบความถูกต้องของแถบทดสอบแบบไหลในแนวระนาบส้าหรับ
ตรวจหานอร์ฟล็อกซาซินและเอ็นโรฟล็อกซาซิน (หัวหน้าโครงการ) ได้รับทุนอุดหนุนการวิจัย
จาก ส้านักงานพัฒนาการวิจัยการเกษตร (องค์การมหาชน) 15 มิ.ย. 2562 ถึง 14 มิ.ย. 2563 
8.4.2 การพัฒนาแถบทดสอบแบบไหลในแนวระนาบส้าหรับตรวจคัดกรองสารเคลนบู      
เทอรอล ซัลบูทามอล และซิลพาเทอรอลในปัสสาวะสุกร (หัวหน้าโครงการ) ได้รับทุนอุดหนุน
การวิจัยจาก ส้านักงานคณะกรรมการส่งเสริมวิทยาศาสตร์ วิจัยและนวัตกรรม (สกสว) 1 
มิ.ย. 2562 ถึง 30 พ.ย. 2563 
8.4.3 ฤทธิ์ต้านอนูลอิสระและยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งจากสารสกัดใบชะอม (ผู้ร่วม
วิจัย) ได้รับทุนอุดหนุนการวิจัยจาก กองทุนรัชดาภิเษกสมโภช ปีงบประมาณ 2561 
8.4.4 การประเมินประสิทธิภาพชุดแถบทดสอบแรคโตพามีนตกค้างโดย lateral flow strip 
test ในตัวอย่างเนื้อสัตว์และอาหารสัตว์ (ผู้ร่วมวิจัย) ได้รับทุนอุดหนุนการวิจัยจาก ส้านักงาน
กองทุนสนับสนุนการวิจัย (สกว) 14 ก.ย. 2561 ถึง 13 ก.ย. 2562 
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              สถาบันวิจัยเทคโนโลยีชีวภาพและวิศวกรรมพันธุศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
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             E-mail tikchula@gmail.com 
6. ประวัติการศึกษา 
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 การเพาะเลี้ยงเซลล์มะเร็ง การเตรียมมอนอโคลนอลแอนติบอดี และการผลิตแถบทดสอบ 
8. ผลงานวิจัย 
 8.1 ผลงานวิจัยที่พิมพ์เผยแพร่ในวารสารวิชาการระดับนานาชาติ 

1) Chadseesuwan, U., Sangdokmai, A., Pimpitak, U., Puthong, S., Palaga, T. and 
Komolpis, K. (2016). Production of a monoclonal antibody against aflatoxin 
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1) Komolpis, K., Puthong, S., Buakeaw, A., Khnongchareonporn, N., and 
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8.3 โครงการวิจัยที่ด้าเนินการอยู่ 
8.3.1 การพัฒนาและตรวจสอบความถูกต้องของแถบทดสอบแบบไหลในแนวระนาบส้าหรับ
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วิจัยจาก ส้านักงานคณะกรรมการส่งเสริมวิทยาศาสตร์ วิจัยและนวัตกรรม (สกสว) 1 มิ.ย. 
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 การเพาะเลี้ยงเซลล์มะเร็ง และการเตรียมมอนอโคลนอลแอนติบอดี 
8. ผลงานวิจัย 

8.1 ผู้อ้านวยการแผนงานวิจัย : - 
 8.2 หัวหน้าโครงการวิจัย :  

8.2.1 ฤทธิ์ต้านอนูลอิสระและยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งจากสารสกัดใบชะอม ได้รับ
ทุนอุดหนุนการวิจัยจาก กองทุนรัชดาภิเษกสมโภช ปีงบประมาณ 2561  

 8.3 งานวิจัยที่ท้าเสร็จแล้ว 
    8.3.1 ผลงานวิจัยที่พิมพ์เผยแพร่ในวารสารวิชาการระดับนานาชาติ 

1) Puthong, P., Rojpibulstit, P., and Buakeaw, A. (2009). Cytotoxic effect of Hep 88 
mAb : A novel monoclonal antibody against hepatocellular carcinoma. Thammasat 
Int. J. Se. Tech. 14(1): 95-104.  
 2) Somwong, P., Suttisri, R., and Buakeaw, A. (2011). A new 1,3-diketofriedelane 
triterpene from Salacia verrucosa. Fitoterapia. 82 : 1047 -1051. 
3) Mungmee, C., Sithigool, S., Buakeaw, A., and Suttrisi, R. (2013). A new biphenyl and 
other constituents from the wood of Garcinia schomburgkiana. Natural Product 
Research : Formerly Natural Product Letters, DOI:10.1080/14786419.2013.796469. 
4) Somwong, P., Suttisri, R. and Buakeaw, A. (2013). New sesquiterpenes and phenolic 
compound from Ficus foveolata. Fitoterapia. 85 : 1 – 7. 
5) Wongtangprasert, T., Natakuathung, W., Pimpitak, U., Buakeaw, A., Palaga, T., 
Komolpis, K. and Khongchareonporn, N. (2014). Production of a monoclonal antibody 
against oxytetracycline and its application for oxytetracycline residue detection in 
shrimp. Journal of Zhejiang University-SCIENCE B (Biomedicine & Biotechnology). 
15(2) : 165 – 172. 
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 6) Nuanyai, T., Chailap, B., Puthong, S. and Buakeaw, A. (2015). Cytotoxicity of 
xanthone from twigs of Cratoxylum cochinchinense (Lour.) Blume. Journal of Science 
Ladkrabang. 2 : 1 – 12.  
7) Buakeaw, A., Puthong, S., Kongkavitoon, P., Khongarsa, K., Komolpis, K. and 
Khongchareonporn, N. (2016). Production of monoclonal antibodies for ractopamine 
residue detection in pork. Maejo International Journal of Science and Technology. 
10(02) : 175 – 186. 

 8.2 ผลงานวิจัยที่เสนอในการประชุมวิชาการระดับชาติและนานาชาติ 
1) Sangdokmai, A., Pimpitak, U., Buakeaw, A., Palaga, T., and Komolpis, K. (2011). 
Production and Characterization of Monoclonal Antibodies Against Aflatoxin M1. 2011 
International Conference on Environmental, Biomedical and Biotechnology IPCBEE. 
16. IACSIT Press, Singapore. 
2) Khongarsa, K., Khongchareonporn, N., Komolpis, K., and Buakeaw, A. (2012). 1st 
ASEAN PLUS THREE GRADUATE RESEARCH CONGRESS. 1 – 2 March 2012 Chaing 
Mai ,Thailand.  
3) Tesvichian, S., Komolpis, K., Khongchareonporn, N., Puthong, S., Pimpitak, U., and 
Buakeaw, A. Development of Tetracycline Test Kit Using Enzyme-Linked 
Immunosorbent Assay Technique. (2010).  The 3rd Technology and Innovation for 
Sustainable Development International Conference. (TISD2010). Faculty of 
Engineering, Khon Kaen University, Thailand, 4 – 6 March 2010. 
4) Buakeaw, A., Puthong, S., Komolpis, K., Khnongchareonporn, N., and Pimpitak, U. 
(2015). Produciton of monoclonal antibody against semicarbazide. The 27th Annual 
Meeting of the Thai Society for Biotechnology and International Conference. 
Thailand. 

8.3 โครงการวิจัยที่ด้าเนินการอยู่ 
8.3.1 การพัฒนาและตรวจสอบความถูกต้องของแถบทดสอบแบบไหลในแนวระนาบส้าหรับ

ตรวจหานอร์ฟล็อกซาซินและเอ็นโรฟล็อกซาซิน (ผู้ร่วมวิจัย) ได้รับทุนอุดหนุนการวิจัยจาก ส้านักงาน
พัฒนาการวิจัยการเกษตร (องค์การมหาชน) 15 มิ.ย. 2562 ถึง 14 มิ.ย. 2563 

8.3.2 การพัฒนาแถบทดสอบแบบไหลในแนวระนาบส้าหรับตรวจคัดกรองสารเคลนบู      เท
อรอล ซัลบูทามอล และซิลพาเทอรอลในปัสสาวะสุกร (ผู้ร่วมวิจัย) ได้รับทุนอุดหนุนการวิจัยจาก 
ส้านักงานคณะกรรมการส่งเสริมวิทยาศาสตร์ วิจัยและนวัตกรรม (สกสว) 1 มิ.ย. 2562 ถึง 30 พ.ย. 
2563 

8.3.3 ฤทธิ์ต้านอนูลอิสระและยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งจากสารสกัดใบชะอม (หัวหน้า
โครงการ) ได้รับทุนอุดหนุนการวิจัยจาก กองทุนรัชดาภิเษกสมโภช ปีงบประมาณ 2561 

8.3.4 การประเมินประสิทธิภาพชุดแถบทดสอบแรคโตพามีนตกค้างโดย lateral flow strip 
test ในตัวอย่างเนื้อสัตว์และอาหารสัตว์ (ผู้ร่วมวิจัย) ได้รับทุนอุดหนุนการวิจัยจาก ส้านักงานกองทุน
สนับสนุนการวิจัย (สกว) 14 ก.ย. 2561 ถึง 13 ก.ย. 2562 
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