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สัญลักษณและคํายอ 

 
 AOZ    3-amino-2-oxazolidinone 

BSA    bovine serum albumin   
 CPAOZ    3-{[3-carboxyphenylmethylene]amino}-2- 

oxazolidinone 
EDC    1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide 
ELISA    enzyme linked immunosorbent assay 

 FCS    Fetal calf serum    
 FZD    furazolidone 

g    gram 
HAT     Hypoxanthine, Aminopterin และ Thymidine 

 HRP    Horseradish peroxidase   
 IC50    inhibitory concentration 50% 

LOD    limit of detection  
 LOQ    limit of quantitation 
 M    molar 
 MALDI-TOF MS  Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-
     flight mass spectrometry     
 ml    millilitre 

MRLs     maximum residue limits 
 MRPL    minimum required performance limit   
 MW    Molecular weight 

NPAOZ    2-nitrobenzaldehyde-3-amino-2-oxazolidinone 
OPD     O-phenylenediamine 

 OVA    Ovalbumin 
 PBS    phosphate buffer saline     
 PBS-T    phosphate buffer saline with tween20 
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PEG    polyethylene glycol 

 ppb    part per billion 
 ppm    part per million      
  SDS-PAGE   sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel  

electrophoresis 
ug    microgram 
v    volume 

 w    weight 
 %    percent  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



บทที่  1 
 

บทนํา 

1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
 

 ไนโตรฟูแรน (nitrofurans) เปนยาตานแบคทีเรียประกอบดวยสาร 4 ชนิดคือ ฟูราโซลิโดน 
(furazolidone) ฟูแรลทาโดน (furaltadone)  ไนโตรฟูแรนโทอิน (nitrofuratoin) และ ไนโตรฟูรา
โซน (nitrofurazone)   สารกลุมนี้ใชในการปองกัน และรักษาโรคระบบทางเดินอาหารซึ่งมีสาเหตุ
มาจากการติดเชื้อ Escherichia coli และ Salmonella spp. ในสัตวเล้ียงเพื่อการบริโภค เชน โค หมู 
เปด ไก ปลา และ กุง เปนตน อีกทั้งยังสามารถใชเปนสารในการกระตุนการเจริญเติบโตของสัตว  
เนื่องจากเปนสารที่กอใหเกิดโรคมะเร็งและการ กลายพันธุซ่ึงเปนอันตรายตอผูบริโภค ในป ค.ศ. 
1995 สหภาพยุโรป ประกาศหามใชสารฟูราโซลิโดนทั้งในอาหารและผลิตภัณฑเกี่ยวกับสัตว 
(Commission Regulation 1442/95) มีขอกําหนดความสามารถในการตรวจหาสารปริมาณนอยที่สุด
ที่สามารถตรวจวัดได (Minimum Required Performance Limits, MRPL) ของสารเมแทบอไลต 
(metabolite) ของไนโตรฟูแรนที่ ระดับ  1.0 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม  (Commission Decision 
2003/181) สําหรับประเทศไทย ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข (ฉบับที่ 268) พ.ศ. 2546 มีขอ
กําหนดตกคางปริมาณของสาร 3-อะมิโน-2-ออกซาโซลิดิโนน (3-amino-2-oxazolidinone; AOZ) ที่
ระดับ 0.3 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม  ดังนั้นเพื่อความปลอดภัยตอผูบริโภคและการจําหนายหรือสง
เนื้อสัตวออกไปยังตางประเทศจึงจําเปนจะตองมีวิธีตรวจวิเคราะหหาสารไนโตรฟูแรนที่มีความ
แมนยําและความไวสูง 

การตรวจวิเคราะหสารฟูราโซลิโดนโดยตรงนั้นทําไดยากเนื่องจากเมื่อสารฟูราโซลิโดนเขา
สูรางกายของสัตวจะถูกเมแทบอไลตเปน AOZ อยางรวดเร็วภายในเวลาต่ํากวา 2 ถึง 3 ชั่วโมง โดย 
AOZ ซ่ึงมีความเสถียรมากจะสรางพันธะเพปไทดกับเนื้อเยื่อ (Hoogenboom และคณะ, 1991, 1992; 
Gottschall และคณะ, 1995) สารนี้สามารถถูกสกัดออกจากเนื้อเยื่อไดโดยการใชกรดเจือจาง  
(Hoogenboom และคณะ, 1991)  แตสาร AOZ เปนสารโมเลกุลขนาดเล็กมากซึ่งไมสามารถดูดกลืน
รังสีอัลตราไวโอเลตได และถูกชะออกจากคอลัมนอยางรวดเร็ว ดังนั้นเพื่อใหสามารถตรวจ
วิเคราะหสารนี้ไดจึงจําเปนตองนําสารมาเปลี่ยนใหอยูในรูปอนุพันธ คือ 2-ไนโตรเบนแซลดีไฮด-3-
อะมิโน-2-ออกซาโซลิดิโนน (2-nitrobenzaldehyde-3-amino-2-oxazolidinone; NPAOZ) (Leitener 
และคณะ, 2001) เสียกอน การตรวจวิเคราะหอนุพันธของ AOZ สามารถตรวจวิเคราะหโดยเทคนิค
ทางเคมีไดหลายวิธี เชน high-performance liquid chromatography (HPLC) (Hoogenboom และ
คณะ, 1991) liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS) (McCracken และคณะ, 1997) 
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และ LC-MS/MS (Leitener และคณะ, 2001) ซ่ึงสามารถตรวจวิเคราะหปริมาณสารเมแทบอไลต
ของไนโตรฟูแรน ในระดับความเขมขนหนึ่งสวนในพันลานสวนในเนื้อเยื่อ การตรวจวิเคราะหทาง
เคมีนี้เปนวิธีที่ใหผลแมนยําสูง  แตเนื่องจากวิธีนี้จําเปนตองใชบุคคลากรที่มีความชํานาญในการใช
เครื่องมือ  การตรวจวิเคราะหแตละตัวอยางมีราคาสูง  อีกทั้งในการตรวจวิเคราะหจําเปนตองทําใน
หองปฏิบัติการที่มีเครื่องมือวิเคราะหเทานั้น  จึงไดมีการพัฒนาการตรวจวิเคราะหโดยอาศัยเทคนิค
ทางอิมมูโนวิทยา คือการทดสอบดวยวิธี enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) เพื่อใหการ
ตรวจวิเคราะหรวดเร็ว  มีความสามารถสูงในการคัดกรองสารตกคางไนโตรฟูแรนในเนื้อเยื่อ และมี
ความจําเพาะสูงตออนุพันธของ AOZ ปจจุบันไดมีการผลิตพอลิโคลนอลแอนติบอดี (Cooper และ
คณะ, 2004) และโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีความจําเพาะตออนุพันธของ AOZ (Vass และคณะ, 
2005) ซ่ึงยังคงจําเปนตองเปลี่ยน AOZ ใหอยูในรูปอนุพันธคือ NPAOZ ซ่ึงมีขั้นตอนการเตรียมตัว
อยางที่ยุงยากและตองใชเวลาหลายชั่วโมง  ดังนั้นจําเปนตองผลิตและพัฒนาโมโนโคลนอล
แอนติบอดีที่มีความสามารถในการตรวจหาสาร AOZ โดยไมตองเปลี่ยนใหอยูในรูปอนุพันธ 

ปจจุบันอุตสาหกรรมอาหารของไทยไดมีการขยายตัวอยางรวดเร็วจึงควรตระหนักถึงการมี
ระบบการควบคุมคุณภาพของวัตถุดิบและผลิตภัณฑอาหารที่ผลิตได    เพื่อใหเกิดความเชื่อมั่นดาน
ความปลอดภัยและคุณภาพของอาหารที่สงออกหรือนําเขาและที่บริโภคภายในประเทศ จึงจําเปน
ตองมีกระบวนการตรวจสอบที่มีประสิทธิภาพและเหมาะสม ซ่ึงการใชวิธีการตรวจสอบโดยวิธี 
ELISA เปนอีกวิธีหนึ่งที่มีความรวดเร็วและมีประสิทธิภาพในการตรวจหาสารตกคาง    ดังนั้นใน
การวิจัยคร้ังนี้จึงมีวัตถุประสงคที่จะเตรียมเซลลไฮบริโดมาที่สามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี
ที่จําเพาะตอ AOZ  เพื่อจะนําไปใชในการพัฒนาและผลิตเปนชุดตรวจหาสารดังกลาวในเนื้อสัตวได
ตอไป 

 

1.2  วัตถุประสงคของการวิจัย 
 

1.  เตรียมเซลลไฮบริโดมาที่สามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอ AOZ 
2. ศึกษาลักษณะสมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ได 

1.3  ขอบเขตและวิธีดําเนินการวิจัย 
 
 1. คนควาเอกสารและขอมูลที่เกี่ยวของ 
 
 2. เตรียมอนุพันธของ AOZ ในรูปของ 3-(3-คารบอกซิเฟนิลเมธิลีนอะมิโน)-2-ออกซาโซลิ
ดิโนน (3-{[3-carboxyphenyl methylene]amino}-2-oxazolidinone; CPAOZ) 
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3. เตรียมสารเชื่อมตอระหวาง  CPAOZ และ AOZ กับโปรตีนพาหะตางๆ 
 

 4. กระตุนระบบภูมิคุมกันของหนูทดลองโดยใช cBSA-CPAOZ  และ BSA-AOZ  
 
 5. เตรียมเซลลไฮบริโดมาที่มีความสามารถในการสรางแอนติบอดี 
 
 6. คัดเลือกเซลลไฮบริโดมาที่สรางโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ NPAOZ และ AOZ โดย
วิธี ELISA 
 
 7. ทดสอบลักษณะสมบัติเบื้องตนของแอนติบอดีที่ได 
 
  7.1 การทําใหบริสุทธิ์ โดยใชโปรตีนเอ (Protein A affinity column) 
   
  7.2 หาไอโซไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดโดยใชชุดตรวจสอบไอโซ
ไทป (isotyping kit บริษัท Sigma Aldrich, USA) 

 
  7.3 การทดสอบการทําปฏิกิริยาขาม (cross reactivity) กับสารในกลุมไนโตรฟูแรน  
สารอนุพันธของไนโตรฟูแรน และสารปฏิชีวนะอื่นๆ เชน คลอแรมฟนิคอล เคลนบูเทอรอล เพนนิ
ซิลิน เอนโรฟอกซาซิน เปนตน โดยวิธี competitive ELISA 
  
  7.4 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดโดยวิธี ELISA 
   
 8. วิเคราะหขอมูล  สรุปผล และเขียนวิทยานิพนธ  

1.4  ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 
 

ไดเซลลไฮบริโดมาที่ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีความจําเพาะตอ NPAOZ และ 
AOZ 

 

 



บทที่  2 

ปริทรรศนวรรณกรรม 

2.1 แนวคิดและทฤษฎี 
 

2.1.1 สารไนโตรฟูแรน  
 สารไนโตรฟูแรน (nitrofurans) เปนสารปฏิชีวนะที่สังเคราะหขึ้นเพื่อใชในการ

ปองกันและรักษาโรคระบบทางเดินอาหารซึ่งมีสาเหตุมาจากการติดเชื้อแบคทีเรีย เชน Escherichia 
coli, Salmonella spp., Staphylococci  spp., Shigella  spp., Proteus  spp., Aerobacter aerogenes, 
Vibrio cholerae และ Giardia lamblia เปนตน ในสัตวเล้ียงเพื่อการบริโภค เชน โค หมู เปด ไก ปลา 
และ กุง เปนตน อีกทั้งสารไนโตรฟูแรนยังสามาถนํามาใชเพื่อกระตุนการเจริญของสัตวเพื่อการ
บริโภคได สารไนโตรฟูแรนประกอบดวยสาร 4 ชนิด ไดแก ฟูราโซลิโดน (furazolidone) ฟูแรลทา
โดน (furaltadone) ไนโตรฟูแรนโทอิน (nitrofurantoin) และ ไนโตรฟูราโซน (nitrofurazone) สาร
กลุมนี้เมื่อเขาในรางกายจะถูกเมแทบอไลซเปล่ียนใหอยูในอีกโครงสรางหนึ่ง (ดังรูปที่ 1) อยางรวด
เร็วภายในเวลาต่ํากวา 2 ถึง 3 ช่ัวโมง ซ่ึงโครงสรางของสารที่ถูกเมแทบอไลซนี้มีความเสถียรอยาง
มากเนื่องจากสามารถสรางพันธะเพปไทดกับเนื้อเยื่อสวนตางๆได (Hoogenboom และคณะ, 1991, 
1992; Gottschall และคณะ, 1995) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

รูปที่ 2.1 โครงสรางของสารไนโตรฟูแรนและเมแทบอไลซของสารในกลุมไนโตรฟูแรน 

สารไนโตรฟูแรน เมแทบอไลซของไนโตรฟูแรน 
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2.1.2 สารฟูราโซลิโดน 
  สารฟูราโซลิโดน ชื่อทางเคมีคือ 3-[(5-nitro-2-furyl)methylideneamino] 
oxazolidin-2-one  มีสูตรทางเคมีคือ C8H7N3O5  เปนสารที่มีลักษณะเปนผงสีเหลืองเขม มีน้ําหนัก
โมเลกุลเทากับ 225.158 กรัมตอโมล  จุดหลอมเหลวเทากับ 255 องศาเซลเซียส ความสามารถใน
การละลายในน้ําเทากับ 40 มิลลิกรัมตอลิตร 
 

2.1.2.1 เมแทบอไลซของสารฟูราโซลิโดน 
   สารฟูราโซลิโดนเมื่อเขาสูในรางกายจะถูกเปลี่ยนเปน 3-อะมิโน-2-ออก
ซาโซลิดิโนน (AOZ) อยางรวดเร็ว จากการทดลองทั้ง in vivo และ in vitro โดยใชสารฟูราโซลิโดน
ติดฉลากกับสารกัมมันตรังสี (Hoogenboom และคณะ ,1991, 1992) หลังจากสกุรไดรับสารภายใน
ระยะเวลา 36 ช่ัวโมง ปริมาณสารฟูราโซลิโดนลดลงมากกวา 50 เปอรเซ็นต และมากกวา 70 
เปอรเซ็นตของ  AOZ  พบที่เนื้อเยื่อสวนตางๆ  ทั้งใน ตับ  และไต  อีกทั้งยังสามารถตรวจหา AOZ 
รูปอิสระในเลือดของสุกรที่ไดรับสารฟูราโซลิโดนปริมาณมากกวา 0.3 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ขั้น
ตอนการเมแทบอไลซของสารฟูราโซลิโดนในสุกร ดังรูปที่ 2.2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.2 เมแทบอไลซของสารฟูราโซลิโดนในสุกร 
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2.1.2.2 กลไกการทํางานของสารฟูราโซลิโดน 
 
    2.1.2.2.1 การยับยั้งเอนไซมโมโนเอมีน ออกซิเดส (Monoamine oxidase 
inhibitor, MAOi) 

จากรูปที่ 2.2 เมื่อฟูราโซลิโดนถูกเมแทบอไลซเปน 3-อะมิโน-2-
ออกซาโซลิดิโนน และ บีตา ไฮดรอกซิเอททิลไฮดราซีน เมแทบอไลซหลักทั้งสองนี้มีสมบัติในการ
ยับยั้งเอนไซมโมโนเอมีนออกซิเดส (Monoamine oxidase, MAO) ขณะที่สารฟูราโซลิโดนเองไมมี
สมบัติเปน MAOi ในหนูที่ไดสารฟูราโซลิโดนทางปากขนาด 50 มิลลิกรัม/กิโลกรัม สามารถยับยั้ง
เอนไซม MAO ได 81 เปอรเซ็นต ในตับ (Stern และคณะ, 1967)  และที่ความเขมขนสูง 500 
มิลลิกรัม/กิโลกรัม สามารถยับยั้งเอนไซมไดถึง 95 เปอรเซ็นต ทั้งในตับและสมองของหนู (Palm 
และคณะ, 1967) จากการศึกษาผล MAOi ตอเซลลตับของสุกร (Hoogenboom และคณะ, 1991) พบ
วาเมแทบอไลซของฟูราโซลิโดนทั้งสองสามารถยับยั้งเอนไซม MAO ไดแบบไมสามารถผันกลับ
ได ในมนุษยใชฟูราโซลิโดนยับยั้งเอนไซม MAO เพื่อรักษาอาการไมอยากอาหาร พักผอนไมเพียง
พอ อาการนอนไมหลับ เปนตน (Palm และ Magnus, 1968) 

 
   2.1.2.2.2 การยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย 
    เมื่อฟูราโซลิโดนเขาสูรางกายจะถูกเมแทบอไลซเปน 3-อะมิโน-
2-ออกซาโซลิดิโนน ซ่ึงสามารถยับยั้งการติดเชื้อแบคทีเรียไดโดย 3-อะมิโน-2-ออกซาโซลิดิโนน 
จะทําใหเกิดการเชื่อมกันระหวางสายเกลียวคูของดีเอ็นเอ ทําใหเชื้อแบคทีเรียไมสามารถเกิดการ
ถอดรหัสและแปลรหัสดีเอ็นเอได สงผลใหไมสามารถสังเคราะหอารเอ็นเอ และเพ็ปไทดได สุดทาย
เชื้อแบคทีเรียไมสามารเจริญได ใน Vibrio cholerae 3-อะมิโน-2-ออกซาโซลิดิโนน จะยับยั้งดีเอ็นเอ
ในสวนการสรางฟลาเมนต (filament) ทําใหเชื้อขาดสมบัติในการติดเชื้อเขาสูเซลล (Chaterjee และ 
Raychaudhuri,1971; Raychaudhuri และคณะ,1970) 

   
 2.1.2.3 ผลกระทบของสารฟูราโซลิโดน 

 
  2.1.2.3.1 ผลกระทบตอตอมหมวกไตและตอมไธรอยด 

    Bartlet และ Khan (1990) รายงานผลกระทบของสารฟูราโซลิ
โดนตอตอมหมวกไตของไกที่ไดรับสารขนาด 200 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม พบวาการทํางานของ
เอนไซม aspartate aminotransferase (AST) ในชั้นสวนนอกของไตลดลง 50 เปอรเซ็นต และเพิ่ม
การทํางานของเอนไซม AST ในพลาสมา จากการศึกษาดังกลาวจึงสามารถนํามาชวยรักษาอาการ 
Cushing's syndrome หรือ อาการมีน้ําคัดหล่ังจากเปลือกตอมหมวกไตมากเกินปกติ ซ่ึงขนาดของยา
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ที่สามารถความคุมอาการ Cushing's syndrome ไดอยูที่ 0.04  เปอรเซ็นตของน้ําหนักโดยน้ําหนัก  
ถึงอยางไรก็ตามฟูราโซลิโดนจะถูกเปลี่ยนเปนเมแทบอไลซที่เปนพิษโดยไซโทโครม P450 ซ่ึงมี
เอนไซมออกซิเดสประกอบอยูในไมโทคอนเดรียสวนชั้นนอกของไต เมแทบอไลซนี้จะเปนพิษตอ
เซลลของไต  จากการศึกษาผลของสารฟูราโซลิโดนตอความเขมขนของคอรทิโคสเทอโรน 
(corticosterone) ซ่ึงเปนสเตียรอยดฮอรโมนชนิดหนึ่งพบที่เปลือกหมวกไต (Bartlet และ คณะ 
1990) พบวาเมื่อไดรับสารฟูราโซลิโดนขนาด 0.04 เปอรเซ็นตของน้ําหนักโดยน้ําหนัก เปนเวลา 10 
วัน ระดับของฮอรโมนคอรทิโคสเทอโรนจะเพิ่มขึ้น การเพิ่มขึ้นของฮอรโมนนี้จะมีผลตอการ
กระตุนการสังเคราะหทางชีวภาพในตอมหมวกไต และชักนําการทํางานของเอนไซมออกซิเดส
ตางๆในตับ จากผลดังกลาวเปนสาเหตุทําใหเกิดอาการไมตองการรับประทานอาหาร และทําใหการ
เจริญลดลง (Jager และคณะ, 1994) 
 
   2.1.2.3.2 ผลกระทบตออนุมูลอิสระและสารตานอนุมูลอิสระ 
    จากการศึกษาการไดรับสารฟูราโซลิโดนขนาด 75 150 หรือ 300 
มิลลิกรัมตอกิโลกรัม โดยทางปากจะทําใหปริมาณของกลูทาไทโอน (Glutathione-SH ,GSH) และ 
กรดแอสคอบิค (ascorbic acid) หรือวิตามินซี ลดลงตามปริมาณของสารฟูราโซลิโดนที่ไดรับ และ
ทําใหเกิดไลพิดเพอรออกซิเดชั่น (lipid peroxidation) เพิ่มมากขึ้นในเนื้อเยื่อของหนู ( Ali, 1992 ) 
การเกิดไลพิดเพอรออกซิเดชั่นทําใหเกิดซูเปอรออกไซด (superoxides) และ
ไฮโดรเจนเพอรออกไซด (hydrogen peroxide) ซ่ึงมีผลตอการทําลายเนื้อเยื่อตางๆได (Stroo และ 
Schaffer, 1989) 
 

  2.1.2.3.3 ผลกระทบตอการกลายพันธุ 
    ไนโตรฟูแรนเปนสารกอใหเกิดการกลายพันธุอยางแรง จากการ
ทดสอบสารฟูราโซลิโดนตอการเกิดกลายพันธุของแบคทีเรีย Salmonella typhimurium และ
Escherichia coli  โดยใชวิธีทดสอบ Ames test และ SOS-chromotest  (Gajewska และคณะ, 1990; 
Basak, 1995) ผลที่ไดคือเชื้อแบคทีเรียที่ใชทดสอบเกิดการกลายพันธุ นอกจากนี้มีรายงานความเขม
ขนของฟูราโซลิโดนที่ 0.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร สามารถยับยั้งการสังเคราะหดีเอ็นเอ และขณะ
เดียวกันยังสามารถกระตุนการสังเคราะหอารเอ็นเอที่เกี่ยวของกับการเกิดฟลาเมนของเซลล Vibrio 
cholerae (Chatterjee และ Raychaudhuri, 1971; Raychaudhuri และคณะ, 1970) ดีเอ็นเอของฟาจ 
149 คลอเรลา มีความไวอยางสูงตอการยับยั้งของฟูราโซลิโดน (Chatterjee และ Maiti, 1973) การ
ยับยั้งการสังเคราะหดีเอ็นเอ เกิดโดยเมแทบอไลซของสารฟูราโซลิโดนเมื่อเขาสูเซลลเมแทบอไลซ
นี้จะไปเชื่อมระหวางสายเกลียวคูของดีเอ็นเอ ทําใหเกิดการสังเคราะหดีเอ็นเอผิดปกติสงผลใหเกิด
การกลายพันธุไดทั้งแบบ transition และ transversion (Chatterjee และ Ghosh, 1979; Raychaudhuri 
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และคณะ, 1970)  Banerjee และ Chatterjee (1984) ไดทําการศึกษาผลกระทบของฟูราโซลิโดนตอ
การเกิดกลายพันธุของเซลล Vibrio cholerae ตอการตานยาปฏิชีวนะ streptomycin ผลที่ไดคือสารฟู
ราโซลิโดนสามารถชักนํายีนที่มีความไวตอ streptomycin (Str-s)  ของเชื้อ Vibrio cholerae 
OGAWA 154 ใหเกิดการกลายพันธุเปล่ียนไปเปนยีนที่มีความสามารถตาน streptomycin (Str-r) ได 
โดยที่ความถี่ในการเกิดการกลายพันธุจะเพิ่มขึ้นที่ความเขมขนของสารฟูราโซลิโดน 7 ไมโครกรัม
ตอมิลลิลิตร 
 

2.1.3 การตรวจวิเคราะหสารฟูราโซลิโดน 
  การตรวจวิเคราะหสารฟูราโซลิโดนโดยตรงในสัตวนั้นทําไดยาก เนื่องจากสารฟู
ราโซลิโดนจะถูกเมแทบอไลซเปน AOZ อยางรวดเร็วภายในเวลาต่ํากวา 2 ถึง 3 ช่ัวโมง เมื่อเขาสู
รางกาย และสรางพันธะเพปไทดกับเนื้อเยื่อ (Hoogenboom และคณะ, 1991, 1992; Gottschall และ
คณะ, 1995)  (ดังรูปที่ 2.2) สาร AOZ นี้มีความเสถียรอยางมากและสามารถสกัดออกจากเนื้อเยื่อ
โดยการใชกรดเจือจางได (Hoogenboom และคณะ, 1991)  อยางไรก็ตามการตรวจวิเคราะหสาร 
AOZ นี้ก็ยังคงทําการตรวจไดยากเนื่องจาก สาร AOZ เปนสารโมเลกุลขนาดเลก็มากซึ่งไมสามารถ
ดูดกลืนรังสีอัลตราไวโอเลตได และถูกชะออกจากคอลัมนอยางรวดเร็วเมื่อทําการวิเคราะหโดยวิธี
ผานคอลัมน ดังนั้นเพื่อใหสามารถตรวจวิเคราะหสาร AOZ นี้ได จึงจําเปนตองทําการเปลี่ยนแปลง
ใหอยูในรูปของอนุพันธ คือ 2-ไนโตรเบนแซลดีไฮด-3-อะมิโน-2-ออกซาโซลิดิโนน (2-
nitrobenzaldehyde-3-amino-2-oxazolidinone; NPAOZ) (Leitner และคณะ, 2001) เสียกอน ดังรูปที่ 
2.3 
 
 
  
 
 
 
 

รูปที่ 2.3 แสดงการเปลี่ยนอนุพันธของ AOZ เปน NPAOZ 
 
  2.1.3.1 การตรวจวิเคราะหอนุพันธของสาร AOZ โดยวิธีทางเคมี 
   การตรวจวิเคราะหอนุพันธุของสาร AOZ โดยวิธีทางเคมี เปนวิธีที่มีประ
สิทธิภาพสูง เนื่องจากมีความไว ความจําเพาะ และความแมนยําสูง การตรวจวิเคราะหอนุพันธสาร
ดังกลาวโดยวิธีทางเคมีสามารถทําไดหลายวิธี และมีขีดความสามารถในการตรวจหา (limit of 
detection, LOD) แตกตางกัน สรุปไดดังตารางที่ 2.1 

NH2
N O

O NO2

N
N O

O
NO2

H

O

2-nitrobenzaldehyde
(2-NBA) 

3-amino-2-oxazolidinone 
(AOZ) 

2-nitrobenzaldehyde-3-
amino-2-oxazolidinone 

(NPAOZ) 

+ 
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ตารางที่ 2.1 การตรวจวิเคราะหอนุพันธของสาร AOZ โดยวิธีทางเคมี 
 

เทคนิค 
ขีดความสามารถใน
การตรวจ (LOD) 

(นาโนกรัมตอกรัม) 
ตัวอยาง เอกสารอางอิง 

HPLC-UV - ตับ,ไต,กลามเนื้อ 
Hoogenboom และคณะ, Food 
Additives and Contaminants, 

(1992), 9, 623-630 

LC-MS 10 ตับ,กลามเนื้อ 
McCracken และ Kennedy, 

Journal of  Chromatography 
B,(1997), 691, 87-94 

LC-MS-MS 0.5-5 เนื้อเยื่อ 
Leitner  และคณะ, Journal of  

Chromatography A, (2001) , 939 
49-58 

HPLC-UV - ตับ Conneely และคณะ, Analyst, 
(2002), 127, 705-709 

    
การตรวจวิเคราะหโดยวิธีการทางเคมีนี้ใหผลที่แมนยําสูง แตมีขีดจํากัด

หลายอยางคือ การตรวจวิเคราะหแตละตัวอยางทําไดนอยตัวอยางและมีราคาสูง  ในการตรวจ
วิเคราะหจําเปนตองทําในหองปฏิบัติการเทานั้น เครื่องมือที่ใชในการตรวจวิเคราะหมีราคาแพง 
และการดูแลรักษาเครื่องมือมีคาใชจายสูง อีกทั้งจําเปนตองใชบุคคลากรที่มีความชํานาญในการใช
เครื่องมือตรวจวิเคราะห 
 
  2.1.3.2 การตรวจวิเคราะหอนุพันธของสาร AOZ โดยวิธีเอนไซมลิงคอิมมูโนซอร
เบนตแอสเสย (enzyme-linked immunosorbent assay ; ELISA) 
   การตรวจวิเคราะหอนุพันธของสาร AOZ โดยวิธี ELISA อาศัยการจับกัน
อยางจําเพาะระหวางแอนติเจนกับแอนติบอดี เปนวิธีมีความไวและความจําเพาะอยางสูง เปนวิธีที่
เหมาะสําหรับการตรวจคัดเลือกเบื้องตน เนื่องจากสามารถตรวจวิเคราะหตัวอยางไดหลายตัวอยาง
ในครั้งเดียวกัน มีราคาถูกเมื่อเปรียบเทียบกับการตรวจวิเคราะหโดยวิธีทางเคมี ไมจําเปนตองทําใน
หองปฏิบัติการ คาใชจายในการดูแลรักษาเครื่องมือมีราคาถูก  ปจจุบันมีรายงานการผลิตพอลิโคล
นอลแอนติบอดี โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตออนุพันธของสาร AOZ หรือ NPAOZ เพื่อใช
ในการพัฒนาการตรวจวิเคราะห NPAOZ โดยวิธี ELISA พอสรุปไดดังตารางที่ 2.2 
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ตารางที่ 2.2 การตรวจวิเคราะหอนุพันธของสาร AOZ โดยวิธี ELISA 
 

ความสามารถในการตรวจ 
(นาโนกรัม/มิลลิลิตร) ตัวอยาง เอกสารอางอิง หมายเหตุ 

65 (IC50) - Analytica chimica 
Acta,(2004),520, 79-86 

โพลิโคนอล
แอนติบอดี 

0.52-1.15(IC50) - Vet. Med. Czech,(2005), 50, 
300-310 

โมโนโคลนอล
แอนติบอดี 

0.4 เนื้อกุง, เปด ไก, 
วัว และ สุกร 

Analytica chimica 
Acta,(2005),540, 285-292 

โมโนโคลนอล
แอนติบอดี 

0.1 เนื้อสัตว ปลา 
ไข และนม 

0.2 ตับ และกุง 
RIDASCREEN ชุดตรวจ ELISA 

0.6 (สกัดในบัฟเฟอร) 
0.3 (สกัดในตัวทําละลาย) 
0.3 (สกัดดวยเฟสของแข็ง) 

ไข Vet. Med. Czech,(2006), 
51,248-257 

โมโนโคลนอล
แอนติบอดี 

หมายเหตุ   IC50  หมายถึง คาความเขมขนที่สามารถยับยั้งได 50 เปอรเซ็นต 
 
2.1.3.3 ขอกําหนดในการตรวจหาสารตกคางไนโตรฟูแรน 

สารไนโตรฟูแรนเปนสารที่ใหเกิดการกลายพันธุในเชื้อแบคทีเรีย ซ่ึงเปน
สาเหตุกอใหเกิดการดื้อยาในเชื้อแบคทีเรีย และมีรายงานวาเมแทบอไลซของสารไนโตรฟูแรนอาจ
กอใหเกิดมะเร็งได ซ่ึงเปนอันตรายตอผูบริโภค ดังนั้น คณะกรรมการอาหารระหวางประเทศ 
(Codex Alimentarius Commision) และ สหภาพยุโรป จึงมีประกาศหามใชสารไนโตรฟูแรน และ
ตองไมพบสารไนโตรฟูแรนในผลิตภัณฑเพื่อการบริโภคเปนอันขาด ดังนั้นจึงไมสามารถกําหนดคา
ปริมาณสูงสุดของสารตกคางที่ยอมรับใหมไีดในผลิตผลเกษตร (Maximum Residue Limits; 
MRLs) แตเพื่อเปนหลักใหยึดถือในการปฏิบัติใหเกิดความปลอดภัยแกผูบริโภคและชวยใหการ
ดําเนินธุรกิจเปนไปไดอยางตอเนื่อง ทางสหภาพยุโรปจึงไดกําหนดคาปริมาณต่ําสุดที่กําหนดให
ตองแสดง (Minimum Required Performance Limits ; MRPL) รวมทั้งประเทศไทยดวย ซ่ึงแตละ
ประเทศไดกําหนดคา MRPL แตกตางกันดังแสดงไดในตารางที่ 2.3 
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ตารางที่ 2.3 คา MPRL ของเมแทบอไลซของฟูราโซลิโดน แตละประเทศ 
 

ประเทศ คา MPRL 
(นาโนกรัม/มิลลิลิตร) หมายเหตุ 

RIKIT, 
เนเธอรแลนด 

0.5 ขอมูลปรับปรุงเมื่อเดือนมกราคม 2546 เปล่ียน
จาก 1.0 เปน 0.5 นาโนกรัม/มิลิลิตร 

DARDNI, 
อังกฤษ 

1.0 ขอมูลปรับปรุงเมื่อวันที่ 29มกราคม 2546 
เปล่ียนจาก 0.3 เปน 1.0 นาโนกรัม/มิลิลิตร 

เยอรมัน 0.5  

ฝร่ังเศส 0.1-0.5 คา MRPL ขึ้นอยูกับขีดจํากัดในการตัดสินใจ 
(Decision limit; CCα) 

เบลเยียม 1.0  
อิตาลี 1.0  

สหรัฐอเมริกา 5.0  
ญี่ปุน 30.0  

ไทย 0.3 ขอมูลจากประกาศของคณะกรรมการอาหาร
และยาประเทศไทย 

 
2.1.3.4 การสํารวจความเปนไปไดในการตรวจพบสารเมแทบอไลซของไนโตร

ฟูแรนในผลิตภัณฑอาหาร 
จากการสํารวจสารตกคางของสารเมแทบอไลซไนโตรฟูแรนในผลิต

ภัณฑอาหารภายในประเทศและผลิตภัณฑนําเขาแสดงไดดังตารางที่ 2.4 
 

 ตารางที่ 2.4 สารตกคางเมแทบอไลซไนโตรฟูแรนในผลิตภัณฑอาหาร 
 

ชนิดของสวนผสม ความเขมขน เมแทบอไลซไนโตรฟูแรน 
(ไมโครกรัม/กิโลกรัม) 

1. ผลิตภัณฑภายในประเทศ  
   พริกไทยขาว SEM = 47.5 
   ไขแดง AOZ = 2.7 
   แปงสาลี SEM = 0.47 
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ตารางที่ 2.4 (ตอ) สารตกคางเมแทบอไลซไนโตรฟูแรนในผลิตภัณฑอาหาร 
 

ชนิดของสวนผสม ความเขมขน เมแทบอไลซไนโตรฟูแรน 
(ไมโครกรัม/กิโลกรัม) 

1. ผลิตภัณฑภายในประเทศ(ตอ)  
   เศษขนมปง SEM = 0.27 
   สวนผสมแปงเคกสําเร็จรูป SEM = 0.23 
2. ผลิตภัณฑนําเขา  
   คาราจีแนน SEM = 255 
   ผงไขขาว (ไขไก) AMOZ = 5.89, SEM = 3.31 
   ผงไขแดง AOZ = 34 
   เศษขนมปง AMOZ = 1.47, SEM = 3.31 
   ผงโปรตีน แยกจากโปรตีนถ่ัวเหลือง SEM = 0.57 
   ผงไขขาว AOZ = 0.07 
แหลงที่มา  กรมการพัฒนาดานปศุสัตว ประเทศไทย เดือนกันยายน พ.ศ. 2545 (Department of  
Livestock Development, DLD) 
 

2.1.3.5 ผลกระทบดานเศรษฐกิจ 
ประเทศไทยมีรายไดจากการสงออกผลิตภัณฑเกษตรและอาหารแปรรูป

เปนอันสอง และใหญเปนอันดับที่ 7 ในการผลิตผลิตภัณฑเกี่ยวกับสัตวปก  ตลาดในการสงออก
ของประเทศไทยสวนใหเปนประเทศญี่ปุน และสหภาพยุโรป ปจจุบันประเทศไทยมีรายไดการสง
ออกจากไปยังสหภาพยุโรปลดลง เนื่องจากปญหาเรื่องสารตกคางโดยเฉพาะสารไนโตรฟูแรนจึงทํา
ใหรัฐบาลตองสูญเสียงบประมาณในการแกปญหาเรื่องสารตกคางประมาณ  7.2 ลานดอลลาร ดัง
นั้นเพื่อลดปญหาสารตกคางในผลิตภัณฑสงออก จึงควรมีการตรวจหาสารตกคางกอนที่จะสงออก
ไปยังตางประเทศ  
 

2.1.4   การตรวจสารตกคางโดยใชการทดสอบทางอิมมูโนวิทยา 
การตรวจหาสารตกคางโดยใชการทดสอบทางอิมมูโนวิทยาเปนวิธีที่สะดวก รวดเร็ว 

ราคาถูก และสามารถตรวจหาสารในตัวอยางปริมาณมากได โดยอาศัยการทําปฏิกิริยากันระหวาง
โมเลกุล 2 ชนิดคือ แอนติเจนและแอนติบอดี  

 



 13

2.1.4.1  แอนติเจน 
แอนติเจน คือสารที่สามารถทําใหตัวรับของอิมมูโนโกลบูลินของ B cells เกิด 

แอนติเจน-แอนติบอดี คอมเพลกซ (Ag-Ab complex) หรือ ตัวรับของ T cells (T cells receptor) ทํา
ใหเกิดโครงสรางซับซอนระหวางแอนติเจนกับ MHC (TCR-Ag-MHC complex) แลวสามารถจดจํา
สารนั้นได สมบัติของของสารที่จะเปนอิมมูโนเจนที่ดีไดตองมีองคประกอบตางๆ ไดแก การเปนสิ่ง
แปลกปลอม (foreigness) ขนาดของโมเลกุล  โครงสรางของสาร และเปนสารซึ่งสามารถถูกยอยให
สลายได 

เอพิโทป (epitope หรือ antigenic determinant) คือตําแหนงยอย ๆ บนแอนติเจนที่
สามารถ ทําปฏิกิริยากับแอนติบอดีที่จําเพาะ  แอนติเจน 1 โมเลกุลจะมีเอพิโทปไดมากมายและ
แอนติเจนชนิดหนึ่ง ๆ จะมีเอพิโทปบนโมเลกุลไมเทากัน 
  แฮปเทน (hapten) หมายถึงแอนติเจนที่มีขนาดเล็กมากและมีสมบัติไมครบถวน คือ
มีความจําเพาะกับแอนติบอดี แตไมสามารถชักนําใหสรางแอนติบอดีได แตถาแฮปเทนจับกับสารที่
มีโมเลกุลใหญกวาที่เรียกวา พาหะ (carrier)  จะสามารถชักนําใหสรางแอนติบอดีได 
 
 2.1.5 แอนติบอดี (antibody) 
  แอนติบอดี คือ ไกลโคโปรตีน (glycoprotein) ที่ประกอบดวยพอลิเพปไทด 82 – 
96 เปอรเซ็นต และคารโบไฮเดรต 4 – 18 เปอรเซ็นต  เกิดจากการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันตอ 
antigenic determinant หรือ  เอพิโทปที่แปลกปลอม และจะทําปฏิกิริยาจําเพาะตอเอพิโทปนั้นเทา
นั้น  ซ่ึงผลจากปฏิกิริยานี้จะกําจัดสารพิษ จุลินทรีย ปรสิต และสารแปลกปลอมอื่น ๆ ออกจากราง
กายได แอนติบอดีสวนใหญอยูในซีรัมสวนแกมมาโกลบูลิน (gamma globulin)  ถานําซีรัมของคน
ปกติมาแยกดวยกระแสไฟฟา (electrophoresis) จะแบงโปรตีนออกไดเปน 5 สวนใหญ ๆ  คือ อัลบู
มิน และ โกลบูลินอีก 4 สวน คือ แอลฟา 1 (α1) แอลฟา 2 (α2) บีตา (β) และ แกมมา (γ) เนื่องจาก
แอนติบอดีเปนโกลบูลินที่ทําหนาที่เกี่ยวกับภูมิคุมกันของรางกาย จึงเรียกวา อิมมูโนโกลบูลิน 
(immunoglobulin, Ig)  แอนติบอดีหรืออิมมูโนโกลบูลิน เปนผลผลิตของพลาสมาเซลล (plasma 
cell) และลิมโฟไซต (lymphocyte) ไมเพียงพบแตในซีรัมเทานั้น ยังพบในสวนน้ําอื่น ๆ ของรางกาย 
และในเนื้อเยื่อ เชน ปสสาวะ  น้ําไขสันหลัง  น้ํานม  น้ําลาย  น้ําตา  ตอมน้ําเหลือง  มาม  และนอก
จากนี้ยังพบบนผิวของ บี ลิมโฟไซต (B-lymphocyte) ดวย  

  โครงสรางพื้นฐานของอิมโมโนโกลบูลิน 1 โมเลกุล (monomer)  แสดงในรูปที่ 
2.4 ประกอบดวยสายพอลิเพปไทด 4 สาย คือ  heavy (H) chain 2 สายที่เหมือนกันมีน้ําหนัก
โมเลกุลประมาณ 50,000-77,000 ดาลตัน และ light (L) chain 2  สายที่เหมือนกันมีน้ําหนักโมเลกุล
ประมาณ 25,000 ดาลตัน เชื่อมตอกันดวยพันธะไดซัลไฟด (disulfide bond) แรงยึดนี้สามารถแยก
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ออกจากกันไดดวยสารเมอรแคปโทเอทานอล (mercaptoethanol)  ปลายขางหนึ่งของสายพอลิเพป
ไทด เรียก NH2 หรือ amino terminal สวนปลายอีกขางหนึ่งเรียกวา  COOH หรือ carboxy terminal  
โดยทุกสายจะหันปลายขาง NH2 หรือ COOH ไปทางเดียวกัน โดยอาศัยความแตกตาง H chain 
สามารถแบงอิมมูโนโกลบูลิน ไดเปน 5 ไอโซไทป  คือ  IgG  IgA  IgM  IgD และ IgE    ซ่ึงมี H 
chain ชนิด γ  α  µ  δ และ ε  ตามลําดับ H chain ของอิมมูโนโกลบูลินแตละไอโซไทปมีความแตก
ตางกันในน้ําหนักโมเลกุล  สวนประกอบของคารโบไฮเดรต  antigenic determinant  สมบัติทางชีว
ภาพ และการเคลื่อนที่เมื่อทําอิเล็กโทรฟอเรซิส เชนเดียวกันสามารถแบง L chain ออกไดเปน 2 type  
คือ แคปปา (k)  และ  แลมปดา (λ) 

 

                  

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.4  โครงสรางพื้นฐานของอิมมูโนโกลบูลิน (Richard A. Goldsby และคณะ, Immunology, 
2003, หนา 77) 

 
2.1.6 โมโนโคลนอลแอนติบอดี (monoclonal antibody) 

โมโนโคลนอลแอนติบอดี (monoclonal antibody) คือ แอนติบอดีที่สรางจากกลุม
พลาสมาเซลลซ่ึงกําเนิดมาจาก บี ลิมโฟไซต (B lymphocyte) เซลลเดียว ทําใหทุกโมเลกุลของ
แอนติบอดีเหลานี้มีสมบัติเหมือนกันทุกประการ ทั้งในดานความจําเพาะตอเอพิโทปของแอนติเจน 
และในดานชนิดของ heavy chain และ light chain ของอิมมูโนโกลบูลิน ซ่ึงเปนตัวกําหนดสมบัติ
ทางชีวภาพของแอนติบอดีชนิดนั้น แตในภาวะปกติรางกายจะสรางแอนติบอดีหลาย ๆ ชนิดรวมกัน 
ซ่ึงรวมกันเรียกวา พอลิโคลนอลแอนติบอดี (polyclonal antibody) 
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2.1.6.1  ความแตกตางระหวางโมโนโคลนอลแอนติบอดีและพอลิโคลนอล
แอนติบอดี 
  เมื่อมองในระดับโมเลกุลแลว พอลิโคลนอลแอนติบอดี คือโมโนโคลนอล
แอนติบอดีหลายๆ ชนิดรวมกัน ซ่ึงเกิดขึ้นตามธรรมชาติในรางกายของมนุษยหรือสัตวเมื่อไดรับ
การกระตุนโดยแอนติเจน แอนติบอดีทั้งสองชนิดนี้มีความแตกตางกัน 4 ประการหลัก  

• แหลงกําเนิดและวิธีการผลิต 
 โมโนโคลนอลแอนติบอดี ไมวาจะผลิตจากวิธี somatic hybridization หรือ
โดยวิธีทางพันธุวิศวกรรมก็ตาม ตองอาศัยเทคโนโลยีจําเพาะ และตองใชขบวนการทางหองปฏิบัติ
การที่ซับซอน ซ่ึงขั้นตอนเหลานี้มีคาใชจายสูงเมื่อเทียบกับการผลิตพอลิโคลนอลแอนติบอดี ซ่ึง
ผลิตโดยการกระตุนระบบภูมิคุมกันของคนหรือสัตวทดลองดวยแอนติเจน ใหสรางแอนติบอดีที่
ตองการออกมาในกระแสเลือด หลังจากนั้นจึงแยกแอนติบอดีออกจากซีรัม การผลิตพอลิโคลนอล
แอนติบอดี จึงมีคาใชจายนอยกวาและทําไดงายกวา อยางไรก็ตามพอลิโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตใน
สัตวตางชนิดหรือแมแตในสัตวชนิดเดียวกันแตคนละตัวกันก็อาจไดแอนติบอดีที่แตกตางกันทั้งใน
ดานปริมาณและคุณภาพ นอกจากนี้พอลิโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดแตละครั้งจะมีปริมาณจํากัด
และอาจตองใชคนหรือสัตวจํานวนมาก ดังนั้นในการผลิตจึงตองมีวิธีการควบคุมคุณภาพของพอลิ
โคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตขึ้นทุก ๆ คร้ัง สวนโมโนโคลนอลแอนติบอดีนั้น สามารถผลิตไดอยางไม
จํากัดในดานปริมาณและคุณภาพ เนื่องจากทั้งยีนและเซลลที่ผลิตแอนติบอดีนั้นจะถูกเก็บรักษาไว
ไดตลอดไป 

• ความจําเพาะตอแอนติเจน (antigen specificity) 
 โมโนโคลนอลแอนติบอดีมีความจําเพาะตอเอพิโทปชนิดใดชนิดหนึ่งเทานั้น 
ซ่ึงอาจเปน เอพิโทปที่จําเพาะหรือเอพิโทปที่ทําใหเกิดปฏิกิริยาขาม (cross-reactive epitope) ก็ได 
สวนพอลิโคลนอลแอนติบอดี ประกอบดวยแอนติบอดีหลาย ๆ ชนิด ที่แตละโมเลกุลมีความจําเพาะ
ตอเอพิโทปของตน ซ่ึงทําใหพอลิโคลนอลแอนติบอดีมีความจําเพาะตอหลายเอพิโทปตาง ๆ กันบน
โมเลกุลของแอนติเจน 

• สัมพรรคภาพ (affinity) และ อะวิดิตี (avidity) ของแอนติบอดี 
 สัมพรรคภาพ คือ คาการจับกันระหวางแอนติเจนกับแอนติบอดีเพียง 1 
ตําแหนง และอะวิดิตี คือ ผลรวมแตละตําแหนงของการจับกับระหวางแอนติเจนกับแอนติบอดี ซ่ึง
สัมพรรคภาพและอะวิดิตี เปนสมบัติภายในของแอนติบอดีแตละโมเลกุล กําหนดโดยลักษณะโครง
สรางของสวนที่ใชจับกับแอนติเจนของโมเลกุลอิมมูโนโกลบูลิน ซ่ึงก็คือบริเวณแปรผัน (variable 
region) สัมพรรคภาพเปนคุณลักษณะจําเพาะของแอนติบอดีแตละชนิดและเปนผลของขบวนการที่
เกิดในธรรมชาติ โดยในระหวางพัฒนาการของบีลิมโฟไซต จะมีการจัดเรียงตัวใหม (rearrange) 
ของยีนอิมมูโนโกลบูลินในแบบตาง ๆ ทําใหเกิดแอนติบอดีที่มีสัมพรรคภาพมากนอยตางกันได ดัง
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นั้นหากตองการสรางโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหมีสัมพรรคภาพดีมากนอยเพียงใดก็ขึ้นอยูกับวิธี
การในการคัดเลือกเซลลตนกําเนิดของโมโนโคนอลแอนติบอดีนั้น นอกจากนี้ดวยวิธีทางพันธุ
วิศวกรรม ทําใหสามารถเปลี่ยนแปลงสัมพรรคภาพของแอนติบอดีนั้น ๆ ได โดยการเปลี่ยนแปลงที่
ระดับยีนของอิมมูโนโกลบูลิน ทําใหไดแอนติบอดีที่มีสัมพรรคภาพดีขึ้นกวาโมโนโคลนอล
แอนติบอดีที่ไดจากบีลิมโฟไซต ที่สรางแอนติบอดีขึ้นเองตามธรรมชาติ สวนพอลิโคลนอล
แอนติบอดีนั้นมีอะวิดิตีที่เปนผลรวมของสัมพรรคภาพของแอนติบอดีแตละโมเลกุลที่ประกอบกัน
ขึ้นมาเปนพอลิโคลนอลแอนติบอดี ซ่ึงก็มักอยูในระดับปานกลางถึงดี 

• Effector function 
 คือสมบัติที่จะถูกกําหนดดวยบริเวณคงที่ (constant region) ของ H chain เปน
สมบัติทางชีวภาพของแอนติบอดีแตละชนิด ไดแก ความสามารถในการกระตุนคอมพลีเมนต การ
จับกับที่รับสําหรับสวน Fc ของอิมมูโนโกลบูลินบนผิวเซลล เปนตน ซ่ึงสมบัติเหลานี้แตกตางกัน
ไปในแตละไอโซไทปและสับคลาสของอิมมูโนโกลบูลินนั้น ๆ ซ่ึงจะกําหนดสมบัติของโมโนโคล
นอลแอนติบอดีแตละชนิด ใหมีสมบัติทางชีวภาพในดานตาง ๆ แตกตางกัน สวนพอลิโคลนอล
แอนติบอดี มักจะมีความสามารถในดาน effector function ในระดับปานกลางถึงดีในทุกดานเนื่อง
จากอาศัยสมบัติของแอนติบอดีหลาย ๆ ชนิดมาเฉลี่ยกัน  
 

2.1.6.2 การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี โดยเทคนิค somatic hybridization 
  ในรางกายมีเซลลบีลิมโฟไซตหรือเซลลพลาสมาที่สามารถสรางโมโนโคลนอล
แอนติบอดีที่ตองการได แตเมื่อนําเซลลนั้นมาเลี้ยงนอกรางกาย เซลลดังกลาวจะแบงตัวไดไมดีและ
ตายในเวลาอันส้ัน ทําใหไมสามารถนํามาใชประโยชนในการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีใน
หลอดทดลองได ในขณะเดียวกันมีเซลลมะเร็งกลุมหนึ่งซึ่งกําเนิดมาจากเซลลพลาสมา เรียกวา 
เซลลมัยอีโลมา (myeloma) มีสมบัติของเซลลมะเร็ง คือ สามารถแบงตัวและมีชีวิตอยูไดตลอดไป 
เซลลกลุมนี้อาจสูญเสียยีนอิมมูโนโกลบูลิน ไปทําใหไมสามารถผลิตแอนติบอดีได แตจะสามารถ
สรางแอนติบอดีไดถาไดรับยีนอิมมูโนโกลบูลินจากเซลลบีลิมโฟไซต หรือ เซลลพลาสมาอื่น การ
ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี โดยวิธี somatic hybridization มีหลักการที่จะนําสมบัติของเซลลทั้ง
สองชนิดนี้มารวมไวในเซลลเดียวกัน โดยในป ค.ศ. 1975 Köhler และ Milstein ไดคิดคนวิธีเตรียม
เซลลใหสามารถสรางแอนติบอดีที่กําหนดความจําเพาะไดและสามารถสรางไดเปนจํานวนมาก โดย
อาศัยหลักการของการหลอมเซลล (cell fusion) หรือ somatic cell hybridization ระหวางบีลิมโฟ
ไซตปกติ ซ่ึงเปนเซลลสรางแอนติบอดีกับเซลลมัยอีโลมา หรือ plamacytomas ซ่ึงเปนเซลลมะเร็ง 
โดยอาศัยสารที่ชวยใหเกิดการรวมตัวของเซลล เชน พอลิเอทิลีนไกลคอล (polyethyleneglycol, 
PEG) ผลการทําหลอมรวมเซลลกอใหเกิดเซลลลูกผสม (hybrid cell) ซ่ึงสามารถสรางแอนติบอดีที่
มีความจําเพาะตามที่ตองการและมีอายุยืนยาวไมตายตามสมบัติของ เซลลมัยอีโลมา เรียกเซลลนี้วา
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ไฮบริโดมา (hybridoma)  และแอนติบอดีที่ไดวา โมโนโคลนอลแอนติบอดี เนื่องจากแอนติบอดีนี้
จะสรางจากเซลลที่มาจากโคลนเดียวกันและมีความจําเพาะตอเอพิโทปที่เปนตัวชักนําใหสรางมา
เทานั้น ขั้นตอนการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยเทคนิค somatic hybridization แสดงดังรูปที่ 
2.5 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.5  ขั้นตอนการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยเทคนิค somatic hybridization (Richard A. 
Goldsby และคณะ, Immunology, 2003, หนา 99) 
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Köhler และ Milstein (1975) รายงานเปนครั้งแรกเกี่ยวกับการผลิตโมโนโคลนอล
แอนติบอดีโดยเทคนิค somatic hybridization โดยเริ่มตนการฉีดกระตุนหนูขาวดวยแอนติเจนที่
ตองการ พบวาหนูสรางแอนติบอดีตอแอนติเจนในระดับที่สูง จึงนํามามหรือตอมน้ําเหลืองของหนู
มาทําการแยกเอาเซลลบีลิมโฟไซต เพื่อนํามาหลอมรวมกับเซลลมัยอีโลมาของหนูขาว โดยใช 
Sendai virus หรือสารพอลิเอทิลีนไกลคอลเปนสื่อ โดยพบวาพอลิเอทิลีนไกลคอลมีสมบัติทําใหเยื่อ
หุมเซลลนุมและเหนียวหนืด เพื่อใหเซลลสองเซลลที่เขามาติดกันสามารถหลอมรวมเปนเซลลเดียว
กันได แตเนื่องจากความเปนพิษของพอลิเอทิลีนไกลคอลที่มีตอเซลลจึงจําเปนตองมีการควบคุม
ความเขมขนและระยะเวลาที่ใชในการหลอมรวมเซลล ซ่ึงพบวา การใชสารละลายพอลิเอทิลีนไกล
คอลบริสุทธิ์ ความเขมขน 50 เปอรเซ็นต ที่ pH 8.0-8.2 โดยใชเวลาในการเชื่อมเซลล 1-2 นาที จะไม
เปนพิษตอเซลล และตอจากขั้นตอนการหลอมเซลลแลวจําเปนตองหาวิธีการคัดเลือกเอาเฉพาะ
เซลลไฮบริโดมา เนื่องจากเซลลมัยอีโลมาที่เปนเซลลมะเร็งที่เติบโตอยางรวดเร็วจนปกคลุมเซลล
ไฮบรโิดมาโดยการใชอาหารคัดเลือก (selective media) ซ่ึงมีสาร hypoxanthine, aminopterin  และ 
thymidine เรียกวา HAT medium ซ่ึงมีสมบัติที่ทําใหเฉพาะเซลลไฮบริโดมาเทานั้นเจริญเติบโต (รูป
ที่ 2.6) โดยสาร aminopterin เปนอะนาลอกของกรดฟอลิก (folic acid ananlog) สามารถจับกับ
เอนไซม folic acid reductase ทําใหยับยั้งโคเอนไซมที่จะใชในการสังเคราะหนิวคลีโอไทดทาง de 
novo biosynthesis เซลลที่จะรอดชีวิตใน HAT medium ไดจึงจะตองมีการสรางนิวคลีโอไทดผาน
ทาง salvage pathway ซ่ึงตองอาศัยเอนไซม 2 ตัวที่สําคัญ คือ thimidine kinase (TK) และ 
hypoxanthine guanine phosphoribisyl tranferase (HGPRT) ถาเซลลขาดเอนไซมตัวใดตัวหนึ่งไป
จะไมสามารถสรางนิวคลีโอไทดได แตถานําเซลลที่ขาดเอนไซม TK หรือ HGPRT ไปทําการ
หลอมรวมกับเซลลที่มีเอนไซมก็จะใหเซลลลูกผสม หรือเซลลไฮบริโดมาสามารถรอดชีวิตและ
เจริญเติบโตไดใน HAT medium 
 เซลลมัยอีโลมาที่นํามาใชในการหลอมรวมกับเซลลบี ลิมโฟไซต เพื่อใหไดเซลลไฮบริโด
มานี้เปนเซลลมะเร็งของเซลลพลาสมา (plasmacytoma) ที่แยกไดจากหนู mice โดยนํามาทําใหมี
สมบัติขาดเอนไซม HGPRT (HGPRT-) โดยการเพาะเลี้ยงเซลลมัยอีโลมาในอาหารเลี้ยงเซลลที่มี
สาร 6-thioguanine หรือ 8-azaguanine ซ่ึงเปน guanine base analogue และมีความเปนพิษ เมื่อเซลล
มัยอีโลมาใชสารนี้ที่สามารถเขาไปแทนที่เบสกัวนีนในการสังเคราะหสายนิวคลีโอไทด โดยใช
เอนไซม HGPRT ทําใหไดสายนิวคลีโอไทดที่ผิดปกติ ซ่ึงจะทําใหเซลลมัยอีโลมาตายในที่สุด แต
เซลลมัยอีโลมาบางตัวสามารถปรับตัวใหมีชีวิตรอดไดโดยเกิดการกลายพันธุ สามารถใชเอนไซม 
HGPRT ในการสรางสายนิวคลีโอไทด ซ่ึงจะนําเซลลมัยอีโลมาที่มีสมบัติ HGPRT-  เหลานี้มาหลอม
รวมกับเซลลบีลิมโฟไซตที่เปนเซลลปกติ แลวนําไปเลี้ยงใน HAT medium โดยเซลลที่จะมีชีวิต
รอดคือ เซลลที่เกิดการหลอมรวมกันระหวางเซลลมัยอีโลมา (HGPRT-) และเซลลบีลิมโฟไซต โดย
อาศัยสมบัติเดนของเซลลมะเร็งที่เจริญเติบโตไดดีในการเพาะเลี้ยงในหลอดทดลอง และสมบัติทาง
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จีโนมของเซลลบีลิมโฟไซตในการสรางแอนติบอดี โดยเซลลบีลิมโฟไซตที่ไมไดเกิดการหลอม
รวมตัวกับเซลลมัยอีโลมาจะตายตามธรรมชาติภายในระยะเวลา 3-7 วัน 

  
  
 

  
 
 
  
 
 
  
 
 
 
 
 
 
  

รูปที่ 2.6  วิถีการสังเคราะห DNA ของเซลลไฮบริโดมา 
 

 2.2  งานวิจัยท่ีเก่ียวของ 
 
Cooper และคณะ (2004) ไดรายงานการผลิตและศึกษาลักษณะพอลิโคลนอล

แอนติบอดีตออนุพันธของ AOZ ซ่ึงเปนเมแทบอไลซของไนโตรฟูแรน โดยวิธี ELISA คร้ังแรก 
โดยทําการเปลี่ยน AOZ ใหอยูในรูป CPAOZ ดังรูปที่ 2.7 จากนั้นนํา CPAOZ มาเชื่อมติดกับโปรตีน 
human serum albumin (HSA) แลวจึงนํามาฉีดกระตุนในกระตายที่ระดับความเขมขนและชวงเวลา
ในกระตุนตางๆ  ทดสอบความจําเพาะของแอนติบอดีที่ไดโดยวิธี competitive ELISA ผลที่ไดคือ
จากการลดความเขมขนของแอนติเจนจาก 0.3 เปน 0.05 มิลลิกรัม และเพิ่มชวงการกระตุนจาก 2 
สัปดาห เปน 8 สัปดาห สามารถเพิ่มความไวของแอนติบอดีตอสาร NPAOZ จาก 3.8 เปน 0.3 
ไมโครกรัม/ลิตร และสามารถนําพอลิโคลนอลแอนติบอดีที่ไดมาใชเพื่อใชการตรวจหาสาร AOZ 
ในรูปอนุพันธได  
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รูปที่ 2.7 การเปลี่ยนสาร AOZ เปน CPAOZ 
 
 
Vass และคณะ (2005) รายงานการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอจําเพาะตอ

อนุพันธของ AOZ  โดยทําการเปลี่ยน AOZ ใหอยูในรูป CPAOZ และนํามาเชื่อมเขากับ ed-HSA 
(ethylenediamine-human serum albumin) เพื่อใชเปนแอนติเจนในการฉีดกระตุนหนูสายพันธุ 
BALB/c ผลที่ไดคือสามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ AOZ ได โดยตองการเปลี่ยน AOZ 
ใหอยูในรูปอนุพันธคือ NPAOZ เสียกอน ดังรูปที่ 2.3 โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดใหคา IC50 
(50% binding inhibition)ตอ NPAOZ  อยูในชวง 0.52-1.15 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร โดยวิธี direct 
ELISA 

 
Diblikova และคณะ (2005) ไดทําการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอสาร AOZ 

โดยทําการเชื่อมสาร AOZ กับโปรตีนโดยวิธีตางๆ ดังรูปที่ 2.8 และ CPAOZ กับโปรตีน เพื่อใชใน
การฉีดกระตุนในสัตวทดลอง ผลที่ไดคือ แอนติเจน I-VI  ไมประสบความสําเร็จในการผลิตโมโน
โคลนอลแอนติบอดีตอ AOZ ได มีเพียงแต CPAOZ ที่สามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ 
NPAOZ ได นําโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดมาทดสอบตรวจหา AOZ ในตัวอยางโดยวิธี ELISA 
ผลที่ไดคือสามารถตรวจหาสาร AOZ โดยเปลี่ยนใหอยูในรูป NPAOZ ที่ระดับความสามารถในการ
ตรวจอยูที่  0.4 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม ในตัวอยางเนื้อกุง ไก วัว และ เนื้อสุกร เมื่อทําการเปรียบ
เทียบกับการตรวจสอบโดยวิธี LC-MS/MS มีความไวในการตรวจ NPAOZ อยูที่ระดับ 0.3 
ไมโครกรัมตอกิโลกรัม ความสัมพันธในการตรวจวิธี ELISA กับ LC-MS/MS ในเนื้อกุงอยูในชวง
ความเขมขน 0–32.1 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม (r = 0.999, n=8) สําหรับในเนื้อไกอยูในชวงความเขม
ขน 0–10.5 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม (r = 0.999, n=8) 
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รูปที่ 2.8 การเชื่อมสาร AOZ เขากับโปรตีนโดยวิธีตางๆ (Diblikova และคณะ (2005)) 
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บทที่  3 

อุปกรณและวิธีดําเนินการทดลอง 
3.1 เคร่ีองมือและอุปกรณท่ีใชในการวิจัย 
 3.1.1 หนูขาว (swiss mice) สายพันธุ BALB/c เพศเมีย สํานักสัตวทดลองแหงชาติ 
        มหาวิทยาลัยมหิดล 

3.1.2 หนูขาว สายพันธุ ICR เพศเมีย   สํานักสัตวทดลองแหงชาติ 
        มหาวิทยาลัยมหิดล 
 3.1.3 เซลลมัยอีโลมา P3/NSI/1-4A4-1 (NSI)   ATCC No: TIB 18 
 3.1.4 อุปกรณตางๆ 
  กระบอกฉีดยาขนาด 1 และ 5 มิลลิลิตร  Nipro (Thailand) 
  กลองจุลทรรศนชนิดหัวกลับ   Nikon (Japan) 
  ขวดแกว     Boro (Germany) 
  ขวดเลี้ยงเซลลขนาด 10 และ 250 มิลลิลิตร  Nunc (Denmark) 
  เข็มฉีดยาขนาด 18G, 21Gและ 22G  Nipro (Thailand) 
  หลอดฉีดยาขนาด 1, 5 และ 10 มิลลิลิตร  Nipro (Thailand) 
  เครื่องชั่งน้ําหนัก AG204    Mettler Toledo (Switzerland) 
  เครื่องชั่งน้ําหนัก PG4002-5   Mettler Toledo (Switzerland) 

เครื่องปนเหวี่ยง     MSE (England) 
  เครื่องมือนับเซลล    Boeco (Germany) 
  เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง   Mettler Toledo 
  เครื่อง Microtiterplate reader   Titertek multiskan (Finland) 
  จานชนิด 96 หลุมสําหรับเล้ียงเซลล  Nunc (Denmark) 
  จานชนิด 96 หลุมสําหรับ ELISA   Nunc (Denmark) 

จานชนิด 24 หลุม    Nunc (Denmark) 
  ปเปตแกว     HBG (Germany) 
  ปเปตอัตโนมัต     Gilson (France) 
  ไมโครปเปต     Biohit (Finland) 
  ปมสูญญากาศ     Iwaki (Japan) 
  ตูบมที่มีคารบอนไดออกไซด   Revco, Yamato (Japan) 
  ตูปลอดเชื้อ     Cambrige (Thaialnd) 
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3.1.4 อุปกรณตางๆ(ตอ)  
  หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร   Axygen (USA) 
  หมอนึ่งฆาเชื้อ     Udono-RII (Japan)  
  หลอดปนเหวี่ยงขนาด 50 มิลลิลิตร  Nunc (Denmark) 
  อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ    Memmert (Germany) 
  
3.2 สารเคมีท่ีใชในการวิจัย 

ตารางที่ 3.1  สารเคมีที่ใชในการวิจัย 

 
สารเคมี บริษัท ประเทศ 

1-aminohydantoin (AHD) Sigma-Aldrich USA 
1-(2-Nitrobenzylidenamino)-2, 4-
imidazolidinedione (NPAHD) Sigma-Aldrich USA 

1-Ethyl-3-(3-
Dimethylaminopropyl)carbodiimide 
Hydrochloride (EDC) 

Sigma-Aldrich USA 

2,4,6-Trinitrobenzene Sulfonic Acid (TNBS) Pierce USA 
2-Nitrobenzaldehyde 
semicarbazone(NPSCA) Sigma-Aldrich USA 

3-{[(2-nitrophenyl)methylene] amino}-2-
oxazolidinone) (NPAOZ) 

Sigma-Aldrich USA 

3-amino-2-oxazolidinone (AOZ) Sigma-Aldrich USA 
3-carboxybezaldehyde (CBA) Sigma-Aldrich USA 
5-(Morpholinomethyl)-3-(2-
nitrobenzylidenamino)-2-oxazolidinone 
(NPAMOZ) 

Sigma-Aldrich USA 

5-morpholinomethyl-3-amino-oxazolidinone 
(AMOZ) Sigma-Aldrich USA 
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ตารางที่ 3.1  สารเคมีที่ใชในการวิจัย(ตอ) 

 
สารเคมี บริษัท ประเทศ 

Acrylamide gel Sigma-Aldrich USA 
Aminopterine Sigma-Aldrich USA 
Bovine serum albumin (BSA) Sigma-Aldrich USA 
Butanol Merck Germany 
Chloramphenicol Sigma-Aldrich USA 
Citric monohydrate Merck Germany 
Clenbuterol Sigma-Aldrich USA 
Cupper sulfate Fluka Switzerland 
D-glucose Sigma-Aldrich USA 
Diethyl ether Sigma-Aldrich USA 
Dimethyl sulfoxide Fluka Switzerland 
Disodium carbonate Fluka Switzerland 
Disodium hydrogen phosphate Carlo erba USA 
Enrofloxacin Sigma-Aldrich USA 
Ethylenediamine (EDA) Sigma-Aldrich USA 
Fetal bovine serum Invitromex USA 
Flumequine Sigma-Aldrich USA 
Folin-Ciocalteu Phenol reagent Sigma-Aldrich USA 
Furazolidone  Sigma-Aldrich USA 
Glutaraldehyde Sigma-Aldrich USA 
Glycerol Sigma-Aldrich USA 
Glycine Merck Germany 
Hydrochloric acid Sigma-Aldrich USA 
Hydrogen peroxide Fluka Switzerland 
Hypoxanthine Sigma-Aldrich USA 
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ตารางที่ 3.1  สารเคมีที่ใชในการวิจัย(ตอ) 

 
สารเคมี บริษัท ประเทศ 

L-glutamine Sigma-Aldrich USA 
L-lysine Sigma-Aldrich USA 
Methanol BDH England 
N-hydroxysuccimide ester (NHS) Fluka Switzerland 
Non-fat dry milk Mission health food Thailand 
Norfloxacin Sigma-Aldrich USA 
O-phenylenediamine dihydrochloride(OPD) Sigma-Aldrich USA 
Ovalbumin (OVA) Ovalbumin (OVA) USA 
Oxytetracycline Fluka Switzerland 
Penicllin G Sigma-Aldrich USA 
Peroxidase Goat anti-mouse IgG (H+L) Jackson Immunoresearch USA 
Peroxidase-Rabbit Anti-Mouse IgG (Gamma 
chain Specific) 

Zymed USA 

Polyethylene glycol (PEG) Sigma-Aldrich USA 
Potasium chloride Sigma-Aldrich USA 
Potasium dihydrogen phosphate Sigma-Aldrich USA 
Pyridine Carlo Erba USA 
Pyruvic acid Invitromex USA 
RPMI 1640 medium  Invitromex USA 
Salbutamol Sigma-Aldrich USA 
Semicarbazide (SEM) Sigma-Aldrich USA 
Sodium bicarbonate Sigma-Aldrich USA 
Sodium cabonate Merck Germany 
Sodium chloride Merck Germany 
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ตารางที่ 3.1  สารเคมีที่ใชในการวิจัย(ตอ) 

 
สารเคมี บริษัท ประเทศ 

Sodium dihydrogen phosphate Carlo erba USA 
Sodium dodecyl sulphate Merck Germany 
Sodium hydrogen carbonate Merck Germany 
Sodium hydroxide Merck Germany 
Sodium pyruvate Sigma-Aldrich USA 
Streptomycin Sigma-Aldrich USA 
Sulfamethazine  Sigma-Aldrich USA 
Sulfuric acid Merck Germany 
Tetracyclin Sigma-Aldrich USA 
Trisodium citrate Fluka Switzerland 
Tween 20 Sigma-Aldrich USA 

 
3.3 วิธีการดําเนินงานวิจัย 
 
 3.3.1  การสังเคราะหสาร CPAOZ 

การเตรียมสาร CPAOZ ตามวิธีของ Cooper และคณะ, 2004 โดยนํา 3-อะมิโน-2-ออก
ซาโซลิดิโนน (3-amino-2-oxazolidinone; AOZ) ความเขมขน 2 โมล มาทําปฏิกิริยากับ 3-คารบอก
ซิเบนแซลดีไฮด (3-carboxybenzaldehyde; CBA) 1 โมล โดยวิธีการกลั่นไหลกลับในไพริดีน
ปราศจากน้ําที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16 ชั่วโมง ทําใหแหงโดยใชแกสไนโตรเจน 
ตรวจสอบผลิตภัณฑที่ไดโดยวิธี MALDI-TOF/MS  และวิธี thin layer chromatography (TLC) ใช  
5 เปอรเซนต เมธานอลในคลอโรฟอรมเปนโมบายเฟส  คํานวณคา Rf เทียบกับ Rf ของ Copper และ
คณะ  

  
Rf (คาเคลื่อนที่สัมพัทธ)  = 
 
 

ระยะทางที่ตัวทําละลายเคลื่อนที่
ระยะทางที่สารเคลื่อนที่ 
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3.3.2 การเชื่อมตอระหวาง CPAOZ และ AOZ กับโปรตีนพาหะตางๆ 
 

3.3.2.1 การเชื่อมสาร CPAOZ กับ โปรตีนพาหะ โดยวิธี EDC 
 โปรตีนพาหะที่ใชคือ ovalbumin (OVA) และ ed-BSA (ethylenediamine-

Bovine serum albumin) ซ่ึง ed-BSA คือ โปรตีน BSA ที่ทําการเพิ่มหมูเอมีนโดยทําการเชื่อมไดเอ
มีนเขากับหมูคารบอกซิลิกของโปรตีน (Hermanson, 1996) เพื่อใหสามารถเชื่อมตอกับสารที่มีหมู
คารบอกซิลิกไดมากยิ่งขึ้น ทําใหสามารถเพิ่มประสิทธิภาพในการกระตุนในสัตวทดลองไดเพิ่มมาก
ขึ้น ทําไดโดยละลาย BSA 25 มิลลิกรัม ใน ethylenediamine (EDA) ความเขมขน 1 โมล ปริมาตร 5 
มิลลิลิตร ในสารละลาย 0.1 โมลลาร ฟอสเฟตบัฟเฟอรซาลีน (phosphate buffer saline; PBS) pH 
7.4 เติม EDC 10 มิลลิกรัม กวนเบาๆ ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นกําจัดสารที่ไมทํา
ปฏิกิริยาออกโดยใชการแยกซึมผานเยื่อบางและใช PBS ในการทวน  

 นํา CPAOZ ที่ไดจากขอ 3.3.1 ทําการเชื่อมกับโปรตีนพาหะโดย นําสาร 
CPAOZ 2 มิลลิกรัม ละลายในเมทานอล 100 ไมโครลิตร เติมสาร EDC ใหความเขมขนสุดทายเปน 
0.1 โมลลาร ทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเวลา 15 นาที นําสารละลายที่ไดมาคอยๆ เติมใน  ed-BSA หรือ 
OVA  ความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาณ 1 มิลลิลิตร กวนเบาๆ ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 3 
ชั่วโมง จากนั้นกําจัดสารที่ไมทําปฏิกิริยาออกโดยใชการแยกซึมผานเยื่อบางและใช PBS ในการ
ทวน หลังจากนั้นนํามาวัดหาปริมาณโปรตีนโดยวิธี Lowry ตามขอที่ 3.3.2.5 และวัดการเชื่อมติด
ตามขอที่ 3.3.3 

 
3.3.2.2 การเชื่อมสาร AOZ กับ โปรตีนพาหะ โดยใช glutaraldehyde 
 โปรตีนพาหะที่ใชคือ OVA และ ed-BSA ทําการเชื่อมโดยนํา AOZ ความ

เขมขนโมล 100 เทาของความเขมขนโมลของโปรตีน ละลายใน PBS เติมสารละลาย  
glutaraldehyde ใหความเขมขนสุดทายเปน 0.25 เปอรเซ็นต กวนเบาๆ ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 2  
ช่ัวโมง จากนั้นทําการแยกซึมผานเยื่อบางและใช PBS ในการทวน หาปริมาณโปรตีนโดยวิธี Lowry 
และวัดการเชื่อมติดโดยวิธี ตามขอ 3.3.3.2 และ 3.3.3.3 

 
3.3.2.3 การเชื่อมสาร AOZ กับ โปรตีนพาหะ โดยวิธี EDC/NHS 
 เชื่อมโปรตีน BSA และ OVA กับ AOZ โดยนําโปรตีน 10 มิลลิกรัม

ละลายใน PBS 1 มิลลิลิตร เติมสาร EDC และ NHS ใหความเขมขนสุดทายเปน 1 โมลลาร และ 25 
มิลลิโมลลาร ตามลําดับ กวนเบาๆ ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 15 นาที หลังจากนั้นคอยๆ เติมสาร 
AOZ 2 มิลลิกรัม กวนเบาๆ ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นทําการแยกซึมผานเยื่อบาง
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และใช PBS ในการทวน หาปริมาณโปรตีนโดยวิธี Lowry และวัดการเชื่อมติดโดยวิธี ตามขอ 
3.3.3.2 และ 3.3.3.3  

 
3.3.2.4 การเชื่อมสาร AOZ กับ โปรตีนพาหะ โดยวิธี EDC 
 ทําการเชื่อมสารตามวิธีเชนเดียวกับขอ 3.3.2.3 แตไมเติมสาร NHS 
 
3.3.2.5 หาปริมาณโปรตีนโดยวิธี Lowry 
 หาปริมาณโปรตีนหลังจากเชื่อมสาร CPAOZ และ AOZ กับโปรตีนพาหะ 

โดยทําการหาปริมาณโปรตีนจากกราฟมาตรฐาน BSA ขั้นตอนการทําคือ เตรียมความเขมขนสาร
ละลายมาตรฐาน BSA ที่ความเขมขน 0 ถึง 500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร นําสารละลายโปรตีน 50 
ไมโครลิตร เติมสารละลาย รีเอเจนต ซี (Reagent C) (ภาคผนวก ข.4) 250 ไมโครลิตร ผสมเขาดวย
กันทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 15 นาที หลังจากนั้นเติมสารละลายรีเอเจนต ดี (Reagent D) (ภาค
ผนวก ข.4)  25 ไมโครลิตร ผสมเขาดวยกันทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที นําไปวัดคาการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 3.1 โครงสรางการเชื่อมสารติดกับโปรตีนพาหะโดยใชสารเชื่อมตางๆ  
I. การเชื่อมสาร CPAOZ กับโปรตีนพาหะโดยสารเชื่อม EDC 
II. การเชื่อมสาร AOZ กับโปรตีนพาหะโดยสารเชื่อม glutaraldehyde 

III. การเชื่อมสารกับ AOZ กับโปรตีนพาหะโดยสารเชื่อม EDC และ 
EDC/NHS 

 

I. 

II. 

III. 

CPAOZ-Protein (EDC) 
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3.3.3 การทดสอบการเชื่อมสารกับโปรตีนพาหะ 

 
 3.3.3.1 การทดสอบการเชื่อมสารกับโปรตีนโดยวิธี 2,4,6-Trinitrobenzene 
Sulfonic Acid (TNBS) (Habeeb, 1966) 
   วิธี TNBS เปนวิธีที่ใชวัดหมูเอมีนปฐมภูมิในโมเลกุล โดยหลักการของ 
TNBS คือ สารละลาย TNBS เปนสารละลายสีเหลือง ทําปฏิกิริยากับหมูเอมีนปฐมภูมิที่อยูบน
โมเลกุลของสารเกิดเปนสารอนุพันธซ่ึงเปนสารสีสม แสดงการเกิดปฏิกิริยาไดดังรูปที่ 3.2 ซ่ึง
สามารถนํามาใชวัดการเชื่อมสารติดกับโปรตีนคือกอนนําสารมาเชื่อมติดบนโมเลกุลของโปรตีนจะ
มีหมูเอมีน ซ่ึงเมื่อนําสารที่มีหมูคารบอกซิลิกมาติดกับหมูเอมีนบนโมเลกุลของโปรตีนจะทําใหหมู
เอมีนบนโมเลกุลของโปรตีนลดลง เมื่อนํามาวัดโดยวิธี TNBS จะเกิดสารละลายสีสมลดลงเมื่อ
เทียบกับโปรตีนที่ยังไมไดทําการเชื่อมติด วิธี TNBS ทําไดโดย เติมสารละลาย 0.05 เปอรเซ็นต (น้ํา
หนักตอปริมาตร) TNBS 50 ไมโครลิตร ลงในสารละลายตัวอยางที่ลายใน 0.1 โมลลาร โซเดียมไบ
คอบอเนต บัฟเฟอร pH 8.5 ตัวอยางละ 100 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน บมที่ 37 องศาเซลเซส เปน
เวลา 2 ช่ัวโมง จากนั้นเติมสารละลาย 10 เปอรเซ็นต SDS 50 ไมโครลิตร และ 1 โมลลาร กรด
ไฮโดรคลอลิก 25 ไมโครลิตร แตละตัวอยาง นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 335 นาโนเมตร คํานวณ
เปอรเซ็นตการเชื่อมติดไดดังสมการ 
 
 
 
         เปอรเซ็นตการเชื่อมติด  = 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 3.2 การเกิดปฏิกิริยาของ TNBS กับหมูเอมีนปฐมภูมิ 
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3.3.3.2 การทดสอบการเชื่อมสารกับโปรตีนโดยวิธี MALDI-TOF/MS 
   เพื่อหาน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนหลังจากการเชื่อมติด โดยดูวาน้ําหนัก
โมเลกุลของโปรตีนพาหะเพิ่มขึ้นหรือไม หากน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนพาหะเพิ่มขึ้น แสดงวา 
สารที่ใชในการเชื่อมติดติดกับโปรตีนพาหะ ทําการหาน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนพาหะกอนและ
หลังการทําการเชื่อมติด ดวยวิธี Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time-Of-Flight 
Mass Spectrometry (MALDI-TOF/MS) ที่หนวยบริการชีวภาพ ศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยี
ชีวภาพแหงชาติ (BIOTEC) สามารถคํานวณอัตราสวนการเชื่อมติดไดจากสูตร 
 

อัตราสวนการเชื่อมติด  = น้ําหนักโมเลกุลหลังเชื่อมติด-น้ําหนักโมเลกุลกอนเชื่อมติด 
น้ําหนักโมเลกุลของสารที่นํามาเชื่อมติด 

 
3.3.4 การกระตุนระบบภูมิคุมกันของหนูทดลอง 
 

นําแอนติเจนที่เตรียมไดจากขอ 3.3.2 ฉีดกระตุนหนูสายพันธุ BALB/c หรือ ICR เพศ
เมีย อายุประมาณ 6-8 สัปดาห ตัวละ 50-100 ไมโครกรัมตอตัว ซ่ึงการฉีดกระตุนครั้งแรก จะใช
แอนติเจน PBS ผสมกับ  Freund’s complete adjuvant (FCA)  อัตราสวน 1:1 (ปริมาตรตอปริมาตร) 
โดยผสมใหมีลักษณะเปนอิมัลชัน  (emulsion) กอนฉีดเขาภายในชองทองหนู (intraperitoneal) หลัง
จากนั้นฉีดกระตุนหนูซํ้าโดยใชปริมาณแอนติเจนเทาเดิมแตผสม Freund’s incomplete adjuvant 
(FIA) ในวันที่ 14 หลังจากการฉีดกระตุนครั้งแรก และฉีดเวนอยางนอย 2 อาทิตย 3-4 คร้ังเก็บเลือด
หลังฉีด 5-7 วัน เตรียมซีรัมจากเลือดที่เก็บไดโดยเจาะเลือดจากหางหนูแลวตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง
เปนเวลา 1 - 2 ชั่วโมง  แลวจึงนําไปปนเหวี่ยงที่ 10,000 รอบตอนาทีที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 10 นาที เพื่อแยกสวนน้ําใสนําไปตรวจหาแอนติบอดีที่จําเพาะตอแอนติเจนโดยวิธี indirect 
ELISA ตามรายละเอียดในขอ 3.3.6 และถามีระดับแอนติบอดีสูง ทําการฉีดกระตุนครั้งสุดทายใช
ความเขมขนแอนติเจนเทากับความเขมขนในการกระตุนแตผสมกับน้ําเกลือในอัตราสวน 1:1 
(ปริมาตรตอปริมาตร) เขาที่ชองทอง 3-4 วัน กอนทําการหลอมรวมเซลล 

 
3.3.5 การเตรียมเซลลไฮบริโดมาที่มีความสามารถในการสรางแอนติบอดี 

   
3.3.5.1 การเตรียมเซลลมัยอีโลมา 
 นําเซลลมัยอีโลมา NSI มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ที่เติม 

10% FCS โดยทําการเลี้ยงเซลลมัยอีโลมาใหไดจํานวนมากกวา 107 เซลลตอมิลลิลิตร จากนั้นนํา
เซลลมัยอีโลมาออกมาปนลางดวยอาหาร RPMI 1640 ที่ไมมีซีรัม 2 คร้ัง โดยนํามาปนเหวี่ยงที่
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ความเร็ว 1500 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที เก็บเซลลไวที่ตูบมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จนกวา
จะนําไปหลอมรวมเซลล 

 
3.3.5.2 การเตรียมเซลลมาม 
 นําหนู BALB/c หรือ ICR ที่ถูกฉีดกระตุนดวยแอนติเจนและใหระดับ

แอนติบอดีสูง มาสลบโดยใชไดเอทิลอีเธอร (diethyl ether) เปดชองทองนํามามออกมาโดยวิธี
ปลอดเชื้อ จากนั้นใชกรรไกรตัดมามใหเปนชิ้นเล็กๆ บนตะแกรงลวดตาถี่ แลวใชดามของหลอดฉีด
ยาขนาด 5 มิลลิลิตร กดมามใหผานตะแกรงลวดตาถี่ นําเซลลมามไปปนเวี่ยงใน RPMI 1640 ที่ไมมี
ซีรัม ดวยความเร็ว 1500 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที จํานวน 2 คร้ัง  

 
3.3.5.3 การหลอมรวมเซลลมามและเซลลมัยอีโลมา 
 ผสมเซลลมามและเซลลมัยอีโลมาในอัตราสวน 1:2 รวมกันในหลอดฝา

เกลียว ขนาด 50 มิลลิลิตร ใชปเปตดูดขึ้นลงเบาๆ ใหเซลลทั้งสองผสมกัน นําไปปนเหวี่ยงเพื่อตก
ตะกอนเซลล ดวยความเร็ว 1500 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที เทสวนใสทิ้งจนหยดสุดทาย เคาะเบา
หลอดเบาๆใหเซลลผสมเขากันดี คอยๆหยด 50 เปอรเซ็นต พอลิเอทิลีนไกลคอล (น้ําหนักตอ
ปริมาตร) ปริมาณ 1 มิลลิลิตร ลงไปในตะกอนเซลลพรอมกับเขยาเบาๆ โดยควบคุมใหสารละลาย 
50 เปอรเซ็นต พอลิเอทิลีนไกลคอลไหลภายใน 1 นาที  จากนั้นคอยๆหยดอาหารเลี้ยงเซลล 
RPMI1640 ที่มี FCS 10 เปอรเซ็นต 1 มิลลิลิตร ภายใน 1-2 นาที เติมอาหารเลี้ยงเซลล RPMI1640 ที่
มี FCS 10 เปอรเซ็นต 10 มิลลิลิตรภายใน 2-5 นาที จากนั้นเติมอาหารเลี้ยงเซลล RPMI1640 ที่มี 
FCS 10 เปอรเซ็นต จนครบ 40 มิลลิลิตร นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 1500 รอบตอนาที เปนเวลา 5 
นาที เพื่อแยกตะกอนเซลลออก เทสวนใสทิ้ง ทําการปนเหวี่ยงลางอีก 1 รอบ และเติมอาหารเลี้ยง
เซลล HAT ที่มี 20 เปอรเซ็นต FCS ลงไปประมาณ 200 มิลลิลิตร นําเซลลใสในจานสําหรับเล้ียง
เซลล 96 หลุม หลุมละ 200 ไมโครลิตร นําไปเลี้ยงในตูบมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
คารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต คอยสังเกตเซลลไฮบริโดมาในแตละหลุมโดยใชกลองจุลทรรศน
ชนิดหัวกลับ ประมาณ 1-2 สัปดาห รอจนโคโลนีเจริญประมาณ 25 เปอรเซ็นตของหลุม ทําการคัด
เลือกเซลลไฮบริโดมาที่ผลิตแอนติบอดี ทําการโคลนเซลลจนใหไดเซลลเดียว 

 
 3.3.6 การคัดเลือกเซลลไฮบริโดมาที่สรางโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ CPAOZ หรือ AOZ 
โดยวิธี indirect ELISA 
 

นํา CPAOZ-OVA หรือ AOZ-glu-OVA หรือ AOZ-OVA มาเคลือบบนพื้นหลุมของ
จานชนิด 96 หลุมสําหรับ ELISA หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมที่ 4 องศาเซลเซียสเปนเวลา 12-16 
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ช่ัวโมง   ลางดวยบัฟเฟอรที่มี tween20 (PBS-T) จํานวน 3 คร้ัง  ใสตัวอยาง (เลือดหนูหรืออาหาร
เล้ียงเซลล) หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียส 2 ช่ัวโมง ลางดวย PBS-T จํานวน 3 
คร้ัง เติมแอนติบอดีทุติยภูมิ goat anti-mouse IgG ที่มีเอนไซม horse redish peroxidase (HRP) เชื่อม
อยู หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียส 1 ชั่วโมง  ลางดวย PBS-T จํานวน 3 คร้ัง และ
เติมสารละลายสับสเตรต  OPD (ภาคผนวก ข.2) หลุมละ 150 ไมโครลิตร จากนั้นบมที่มืดอุณหภูมิ
หอง เปนเวลา 15-30 นาที เติมกรดซัลฟวริก ความเขมขน 2.5 โมลลาร หลุมละ 100 ไมโครลิตร เพื่อ
หยุดปฎิกิริยา  นําจานชนิด 96 หลุมสําหรับ ELISA วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นา
โนเมตร โดยเครื่อง ELISA reader 

 
3.3.7 การโคลนเซลล (single cell cloning) และทําใหเจือจางโดยวิธี Limiting dilution 

  นําเซลลไฮบริโดมาจากหลุมที่ไดตรวจสอบแลววาผลิตแอนติบอดี แลวใหผล
ELISA เปนบวก นํามาทําใหเจือจางในอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ที่มี 10% FCS โดยปรับความ
เจือจางของเซลลไฮบริโดมาใหเทากับ 40 เซลลตอมิลลิลิตร กอนนํามาเจือจางแบบ 2 เทา จนได
ความเจือจางของเซลลไฮบริโดมาเทากับ 5 เซลลตอมิลลิลิตร จากนั้นนําเซลลไฮบริโดมาในแตละ
ความเจือจางไปใสลงในจานสําหรับเล้ียงเซลล 96 หลุม จํานวนความเจือจางละ 2 แถว (24 หลุม) 
ปริมาณหลุมละ 100 ไมโครลิตร จะไดเซลลไฮบริโดมาปริมาณ 8 เซลล 4 เซลล 2 เซลล และ 1 เซลล 
ตอหลุม ตามลําดับ นําไปเลี้ยงในตูบมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส บรรยากาศ CO2 5% ประมาณ 14 
วัน ตรวจดูเซลลดวยกลองจุลทรรศนแบบหัวกลับ เลือกหลุมที่มีเซลล 1 โคโลนี เมื่อเซลลเจริญได
ประมาณ 25 เปอรเซ็นตของหลุม จึงนําอาหารเลี้ยงเซลลจากหลุมนําไปตรวจหาแอนติบอดีอีกครั้ง
ดวยวิธี indirect ELISA ตามขอ 3.3.6 กอนนําเซลลจากหลุมที่ใหผลบวกมาทําการโคลนเซลลซํ้าอีก
เปนครั้งที่ 2 และ 3 เพื่อใหแนใจวาเซลลที่ไดมาจากเซลลไฮบริโดมาที่มาจากตนกําเนิดเดียวกัน 
 

3.3.8  การเก็บเซลลไฮบริโดมาระยะยาว 
 นําเซลลไฮบริโดมาที่อยูในชวงเอกซโพเนนเชียลซ่ึงเล้ียงในอาหาร RPMI 1640 ที่

มี 10% FCS มาปนเหวี่ยงใหเซลลตกตะกอนดวยความเร็ว 1500 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที จาก
นั้นดูดอาหารเลี้ยงเซลลที่อยูดานบนทิ้ง และเติมอาหารเลี้ยงเซลลที่มี FCS 25 เปอรเซ็นต และ ไดเม
ทิลซัลฟอกไซด (DMSO) 10 เปอรเซ็นต ขณะเย็นลงไปปริมาตร 1 มิลลิลิตร แลวใช Pasteur pipette 
เปาขึ้นลงเบาๆ จนเซลลเขากันดี ใสเซลลลงในหลอดเก็บเซลลขนาด 1.5 มิลลิลิตร และนําไปแชที่
อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส ขามคืน จากนั้นจึงยายลงไปแชในไนโตรเจนเหลวที่มีอุณหภูมิประมาณ 
-196 องศาเซลเซียส 
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3.3.9 การศึกษาลักษณะเบื้องตนของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
 

  3.3.9.1   การหาความเขมขนของโมโนโคลนอลแอนติบอดี และแอนติเจนที่เหมาะ
สม ดวยวิธี indirect ELISA 
   โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตจากเซลลไฮบริโดมาที่เล้ียงในขวดเลี้ยง
เซลลมีความเขมขนมากเมื่อนําไปใชทดสอบดวยวิธี ELISA จะทําใหเกิดสัญญาณรบกวน และ เปน
การสิ้นเปลืองแอนติบอดี  จึงตองหาความเจือจางที่เหมาะสมเพื่อนําความเจือจางที่ไดนี้ไปใช
สําหรับการทดสอบคุณสมบัติตางๆ ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอไป โดยทําการเคลือบจาน
ชนิด 96 หลุมสําหรับ ELISA ดวย CPAOZ-OVA  หรือ AOZ-glu-OVA หรือ AOZ-OVA ความเขม
ขนตางๆ (0.094–3.000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) และเจือจางโมโนโคลนอลแอนติบอดีดวย PBS ที่
ความเจือจางตางๆ (2-16 เทา) แลวทําการทดสอบดวยวิธี ตามขั้นตอนในขอ 3.3.6 

 
3.3.9.2 การตรวจสอบไอโซไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

  ทําการตรวจหาไอโซไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดี โดยใชชุด
ทดสอบ (isotyping kit) ของบริษัท Sigma-Aldrich โดยทําการทดลองตามขอแนะนําของผูผลิต ดังนี้ 
เตรียม Isotyping specific antibody ชนิด IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3, IgA และ IgM มาทําการเจือ
จางใน PBS ใหไดความเจือจาง 1:1000 นําไปเติมในจานชนิด 96 หลุมสําหรับ ELISA หลุมละ 100 
ไมโครลิตร  แลวบมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12-24 ชั่วโมง นํามาลางดวย PBS (pH 
7.4) ที่มี 0.05% Tween 20 (PBS-T) จํานวน 3 คร้ัง เติมโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลนตางๆ ที่
ตองการตรวจสอบ หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง จากนั้นนํา
มาลางดวย PBS-T จํานวน  3 คร้ัง เติมแอนติบอดีทุติยภูมิที่จําเพาะตอ mouse IgG ที่มี HRP เชื่อมอยู 
ซ่ึงจําเพาะตอ Fab (HPR-Rabbit anti-mouse IgG (Fab specific)) ที่เจือจาง 1:600 ใน PBS-T หลุมละ 
100 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที จากนั้นนํามาลางดวย PBS-T จํานวน 3 คร้ัง 
เติมสารละลายสับสเตรทของเอนไซม ซ่ึงประกอบดวย OPD และ H2O2 ละลายใน citrate buffer 
หลุมละ 100 ไมโครลิตร  บมในที่มืดอุณหภูมิหอง เปนเวลา 10-15 นาที หยุดปฏิกิริยาเอนไซมโดย
เติมกรดซัลฟวริก ความเขมขน 2.5 โมลลาร หลุมละ 50 ไมโครลิตร จากนั้นนําจานชนิด 96 หลุม
สําหรับ ELISA ไปวัดคาดูดกลืนแสง 492 นาโนเมตร โดยเครื่อง ELISA reader 
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3.3.9.3  การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดี ดวยวิธี competitive 
indirect ELISA  

การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยวิธี competitive 
indirect ELISA ทําไดโดย นําแอนติบอดีที่ความเขมขนเจือจางที่เหมาะสมจากขอ 3.3.9.1 มาผสม
รวมกับสารที่ทําการทดสอบ (CPAOZ, NPAOZ, AOZ และ furazolidone) ที่ความเขมขน 103 – 10-4 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ในPBS แลวทําตามขั้นตอนในขอ 3.3.6 นําคาการดูกลืนแสงที่ไดมาคํานวณ
หาคา IC50 ซ่ึงคือ คาความเขมขนของสารที่ทําใหคาดูดกลืนแสงในการทํา competitive indirect 
ELISA ลดลงครึ่งหนึ่ง เมื่อเทียบกับที่ไมมีสาร สามารถคํานวณโดยใชโปรแกรมสําเร็จรูป 
GraphPad Prism 4.03  โดยใชสมการในการคํานวณคือ 

 
y = B + {(B0 –B)/[1+10^((logIC50-x)*slope)]} 

 
เมื่อ     B , B0  คือ คาการดูกลืนแสงจาก ELISA ที่มีหรือไมมีแอนติเจน ตามลําดับ 

    y       คือ เปอรเซ็นตของ B/B0 
    x       คือ ความเขมขนของสารหรือแอนติเจนที่นํามาทดสอบ 
 

คาความเขมขนของสารที่นอยที่สุดที่สามารถตรวจวัดได หรือ LOD 
คํานวณจากสูตร 

 
Limit of detection (LOD) = B0 – 3SD โดยที่ n ≥  20 

 
เมื่อ     B0  คือ คาการดูกลืนแสงจาก ELISA ที่ไมมีแอนติเจน 
           SD คือ คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

 
  3.3.9.4 การทดสอบปฏิกิริยาขามโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

เพื่อทดสอบดูวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ได สามารถเกิดปฏิกิริยาขามกับ
สารทั้งในกลุมไนโตรฟูแรน และนอกกลุมหรือไม ทดสอบดวยวิธี competitive indirect ELISA นํา
สารที่นํามาทดสอบปฏิกิริยาขามที่ความเขมขนตางๆผสมกับแอนติบอดีในอัตราสวน 1:1 นําสาร
ละลายตัวอย างมาทดสอบตามรายละเอียดในขอ 3.3.9.3 นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดจากผล ELISA 
มาหาคา IC50 ดวยโปรแกรม GraphPad Prism 4.03  และนําคา IC50 ที่ไดจากการคํานวณมาหา
เปอรเซ็นตปฏิกิริยาขาม (%cross-reactivity)  ไดจากสูตร   
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เปอรเซ็นตปฏิกิริยาขาม  =         IC50 ของ CPAOZ         x  100 
     
 
  
3.3.10 การทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหบริสุทธ์ิ 

 
3.3.10.1  การเตรียมอาหารเลี้ยงเซลลที่มีแอนติบอดี 

    นําเซลลไฮบริโดมาที่ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีเล้ียงในอาหารเลี้ยง
เซลล RPMI-1640 ที่มี 10% FCS ในขวดเลี้ยงเซลลขนาด 75 มิลลิลิตร เพื่อใหเซลลไฮบริโดมาผลิต
และหลั่งโมโนโคลนอลแอนติบอดีออกมาซึ่งจะสะสมรวมอยูในอาหารเลี้ยงเซลล เก็บอาหารที่ใช
เล้ียงเซลลเพื่อนํามาแยกแอนติบอดีใหบริสุทธิ์โดยโปรตีนเอ 
   

3.3.10.2  การทําแอนติบอดีใหบริสุทธิ์โดยการใชโปรตีน เอ (Protein A affinity 
column) 
    นําโปรตีน เอ 5 มิลลิลิตรเติมใสคอลัมน ทําคอลัมนใหสมดุลโดยเติม 0.1 
โมลลาร phosphate buffer, pH 9 ที่มีเกลือ (NaCl) ความเขมขน 4 โมลลาร ลงในคอลัมนโปรตีน เอ 
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เติมอาหารเลี้ยงเซลลที่มีแอนติบอดีที่ปรับคา pH ใหเทากับ 9 โดยใชบัฟเฟอร 
1 โมลลาร Tris, pH 9 ลงในคอลัมนโปรตีน เอ ดวยอัตราการไหล 1 มิลลิลิตรตอนาที ชะลางโปรตีน
สวนที่ไมจับกับโปรตีน เอ ดวย 0.1 โมลลาร phosphate buffer, pH 8 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ทําการ
ชะแอนติบอดีออกจากคอลัมนโปรตีน เอ โดยการเติม 0.1 โมลลาร citrate buffer, pH 3.5 ปริมาตร 
30 มิลลิลิตร พรอมกับการใชหลอดทดลองที่มี 4 M Tris ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เก็บสารละลายที่
ออกมาจากคอลัมนโปรตนี เอ โดยใหแตละหลอดมีปริมาตร 2 มิลลิลิตร  หลังจากนั้นนําสารละลาย
ในแตละหลอดไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร  ทําการรวมแตละหลอดที่
ใหคาการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร  และนํามาหาปริมาณโปรตีนตามวิธีในขอ 3.3.2.5 และหา
ปริมาณแอนติบอดีตามวิธีขอ 3.3.10.3  
 
  3.3.10.3 การหาปริมาณแอนติบอดี 
   นําโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ทําใหบริสุทธิ์โดยโปรตีนเอไปวัดคาดูด
กลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร ดวยเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอร จากนั้นนําคาดูดกลืนแสงที่ไดมา
คํานวณหาปริมาณแอนติบอดีไดจากสูตร (Johnstone และ Thorpe, 1987) 
   

 IC50 ของสารที่ใชแยงจับ 
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ความเขมขนของแอนติบอดี   =    คาดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร        x   10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร
  
 

หมายเหตุ : คา extinction coefficient ของ IgG เทากับ 13.6 
 
  หาปริมาณแอนติบอดีในอาหารที่ไดจากการเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาโดยหา

จากกราฟมาตราฐานแอนติบอดีบริสุทธิ์ (ภาคผนวก ก.2) ที่ความเขมขนตางๆโดยวิธี indirect 
ELISA และหาปริมาณโปรตีนในอาหารที่ไดจากการเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาโดยวิธี Lowry  

 
3.3.11 การหาความบริสุทธ์ิของโมโนโคนอลแอนติบอดีกอนและหลังจากทําใหบริสุทธ์ิ 
  

3.3.11.1 หาความบริสุทธิ์ของแอนติบอดีโดยวิธีพอลิอะคริละไมด เจล อิเล็ก
โทรฟอเรซีสแบบเอสดีเอส ( SDS-PAGE )  
  การเตรียมพอลิอะคริละไมด เจล ชนิดแผน 
  เตรียมเจลโดยใชกระจก 2 แผน มีแผนพลาสติก (spacer) หนา 1.5

มิลลิเมตร  ประกอบเปนแมพิมพ นํา separating gel 10 เปอรเซ็นต ปริมาตร 8 มิลลิลิตร (ภาคผนวก 
ข.5) เทลงในกระจกแมพิมพอยางชาๆระวังไมใหเกิดฟองอากาศ ปรับผิวหนาเจลใหเรียบดวยน้ํา
กล่ัน ตั้งทิ้งไวจนกระทั่งแผนเจลแข็งตัว ประมาณ 1 ช่ัวโมง เทน้ํากลั่นสวนบนทิ้ง จากนั้นเทสาร
ละลาย stacking gel 5 เปอรเซ็นต ปริมาตร 2 มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข.5) ใสแมพิมพชองเจล (comb) 
ทิ้งใหเจลแข็งตัว ประมาณ 1 ช่ัวโมง 

การเตรียมสารละลายตัวอยาง 
  เตรียมสารละลายตัวอยางเขมขน 250 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร นําสาร

ละลายตัวอยางและสารละลายโปรตีนมาตรฐาน 20 ไมโครลิตร ผสมกับ สียอมโปรตีนที่มีเอสดีเอส 
(ภาคผนวก ข.5) 20 ไมโครลิตร จากนั้นนําไปตมในน้ําที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 
นาที ทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภูมิหองแลวจึงนําไปหยดลงในชองเจล ตัวอยางละ 40 ไมโครลิตรตอชอง 

โปรตีนมาตรฐานที่ใช ไดแก β-galactosidase (น้ําหนักโมเลกุล 117 
กิโลดอลตัน) BSA (น้ําหนักโมเลกุล 85 กิโลดอลตัน) OVA (น้ําหนักโมเลกุล 49 กิโลดอลตัน) 
Carbonic anhydrase (น้ําหนักโมเลกุล 34 กิโลดอลตัน) β-lactoglobulin (น้ําหนักโมเลกุล 25 
กิโลดอลตัน) Lysozyme (น้ําหนักโมเลกุล 19 กิโลดอลตัน) 

   
 
 

คา extinction coefficient ที่ 280 นาโนเมตร 
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  การทําอิเล็กโทรฟอเรซีส 
  นําแผนเจลที่เตรียมประกอบเขากับชุดทําอิเล็กโทรฟอเรซีส บรรจุลงใน

อางบัฟเฟอรที่มี running buffer (ภาคผนวก ข.5) ตอข้ัวไฟฟาเขากับเครื่องจายไฟฟา (power supply) 
ผานกระแสไฟฟา 100 โวลต เปนเวลา 90 นาที จึงทําการหยุดกระแสไฟฟา 

  การยอมสีโปรตีนในแผนพอลิอะคริละไมดเจล 
  นําแผนเจลที่ผานขั้นตอนการทําอิเล็กโทรฟอเรซีส ไปยอมในสารละลายคู

มาซี บริลเลียนท บลู อาร 250 (ภาคผนวก ข.5) เปนเวลา 20 นาที ลางสีออกโดยแชในน้ํายาลางสี
ยอมโปรตีน (destaininng solution) (ภาคผนวก ข.5) จนกระทั่งเห็นแถบสีโปรตีนชัดเจน 

 
3.3.11.2 หาความบริสุทธิ์ของแอนติบอดีจากการหาปริมาณโปรตีนและแอนติบอดี 

  นําคาการหาปริมาณโปรตีนกอนและหลังทําใหบริสุทธิ์มาทําการเปรียบ
เทียบกับคาการหาปริมาณแอนติบอดีที่ไดจากขอ 3.3.10.3 คิดเปนเปอรเซ็นตบริสุทธิ์ดังสูตร 

 
เปอรเซ็นตบริสุทธิ์  =    ความเขมขนของแอนติบอดี 

                   ความเขมขนของโปรตีนกอน 
 
3.3.12  การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังทําใหบริสุทธ์ิ 
 นําโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ทําใหบริสุทธิ์แลว มาทดสอบความไวดวยวิธี 

competitive indirect ELISA ตามขั้นตอนในขอ 3.3.9.3 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

x 100 



ก) 

บทที่  4 

ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 
 
4.1  การสังเคราะหสาร CPAOZ 
  

สาร AOZ เปนสารที่มีโมเลกุลขนาดเล็กมากทําใหไมสามารถกระตุนระบบภูมิคุมกันใน
สัตวทดลองใหสรางแอนติบอดีได ดังนั้น จึงตองทําการเชื่อมสารใหติดกับโปรตีนพาหะเพื่อใหมี
ขนาดโมเลกุลใหญขึ้นระบบภูมิคุมกันของสัตวทดลองสามารถรับรูและสรางแอนติบอดีตอสารนั้น
ได ดังนั้น จึงทําการสังเคราะหสาร CPAOZ ซ่ึงมีลักษณะโครงสรางคลายกับสาร NPAOZ ซ่ึงเปน
อนุพันธของ AOZ ที่ใชในการตรวจวิเคราะหทางเคมี และมีหมูคารบอกซิลิกซึ่งสามารถใชเชื่อมกับ
โปรตีนพาหะได ผลที่ไดจากการวิเคราะหสารที่สังเคราะหโดยวิธี  Thin layer chromatography 
(TLC) แสดงดังรูปที่ 4.1 และนํามาคํานวณคาเคลื่อนที่สัมพัทธ (Rf) ไดคาดังตารางที่ 4.1 เปรียบ
เทียบคา Rf ที่ได กับของ Copper และคณะ  (2004)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.1 โครมาโทแกรมจากการวิเคราะหดวย TLC ของสารตางๆในการสังเคราะห CPAOZ , ก) 

ยอมดวยสารนินไฮดริน ข) สองภายใตแสงอัลตราไวโอเลต โดยที่ชองที่ 1 คือ 3-
carboxybenzaldehyde(CBA), 2 คือ AOZ, 3 คือไพริดีน (pyridine), 4 คือ ตัวอยางกอน
ทํารีฟลัค, 5 คือ ตัวอยางหลังทํารีฟลัค และ 6 คือ ตัวอยางทํารีฟลัคและใหแหงโดยแกส
ไนโตรเจน 

 
 

ข) 
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ตารางที่ 4.1 คา Rf ของสารตางๆในการสังเคราะห CPAOZ 
 

คา Rf 
การทดลองนี้ Copper และคณะ (2004) สาร 

ยอมดวยนิน
ไฮดริน 

ดูภายใตแสง
อัลตราไวโอเลต 

ยอมดวยนิน
ไฮดริน 

ดูภายใตแสง
อัลตราไวโอเลต 

CBA - 0.08 - 0.11 
AOZ 0.18 - 0.27 - 

CPAOZ - - - 0.03 
ไพริดีน - 0.55 - - 

- 0.03 
- 0.09 

0.18 - 
ตัวอยางกอนทําการไหล

กลับดวยไพริดีน 
- 0.53 

- - 

- 0.03 
0.18 - 

ตัวอยางหลังทําการไหล
กลับดวยไพริดีน 

- 0.53 
- - 

- 0.03 ตัวอยางหลังทําใหแหง
โดยแกสไนโตรเจน 0.18 - 

- - 

 
จากการคํานวณคา Rf ของผลิตภัณฑสุดทายที่ไดหลังจากการทําใหแหงโดยแก็สไนโตรเจน 

พบวามีคาเทากับ 0.03 และ 0.18 เมื่อเปรียบเทียบคา Rf  ที่ไดดังกลาวกับคา Rf ของสารตางๆใน
ปฏิกิริยาสรุปไดวา นาจะเปนสาร CPAOZ และ AOZ ตามลําดับ และเมื่อทําการเปรียบเทียบคา Rf  
ของสาร CPAOZ ในการทดลองนี้กับของ Cooper และคณะ(2004) พบวาใหคาเทากันแสดงวา
สามารถทําการเตรียมสาร CPAOZ ไดสําเร็จ อยางไรก็ตาม ยังสามารถตรวจพบ AOZ ในปริมาณ
นอยได ทั้งนี้เนื่องจากในการสังเคราะหนั้นไดใชสาร AOZ ปริมาณมากเกินพอในการทําปฏิกิริยา
กับสาร CBA ทําใหพบสาร AOZ เหลืออยูจากการทําปฏิกิริยา   
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รูปที่ 4.2   สเปกตรัมแสดงน้ําหนักโมเลกุลของสารผลิตภัณฑจากการสังเคราะห CPAOZ โดยวิธี   

MALDI-TOF/MS 
 

นอกจากนี้ยังไดทําการวิเคราะหหาน้ําหนักโมเลกุลของสารผลิตภัณฑที่ไดจากการ
สังเคราะหดวยวิธี MALDI-TOF/MS พบวาสารมีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 267.95 (ดังรูปที่ 4.2) ซ่ึง
เมื่อนําไปเปรียบเทียบกับน้ําหนักโมเลกุลที่ไดจากการคํานวณจากสูตรโครงสรางทางเคมีซ่ึงมีคาเทา
กับ 234.25 พบวาใกลเคียงกัน แสดงวาผลิตภัณฑที่สังเคราะหไดคือสาร CPAOZ 
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4.2 การเตรียมแอนติเจน 
  

ทําการเชื่อมสาร CPAOZ และ AOZ กับ โปรตีนพาหะ โดยใชสารเชื่อมติดตางๆ ซ่ึงโปรตีน
พาหะที่ใชไดแก BSA ed-BSA และ OVA โดยสารที่เชื่อมติดกับ BSA และ ed-BSA จะใชเปน
แอนติเจนสําหรับฉีดกระตุนในสัตวทดลองเพื่อใหสรางแอนติบอดี สําหรับสารที่เชื่อมติดกับ OVA 
จะใชเปนแอนติเจนในการทํา ELISA เพื่อใชคัดกรองแอนติบอดีที่สามารถจับกับ CPAOZ หรือ 
AOZ เทานั้น  

 
4.2.1  การหาปริมาณโปรตีนของโปรตีนเชื่อมติด 

เมื่อทําการเชื่อมสารกับโปรตีนพาหะ นําไปหาโปรตีนโดยวิธี Lowry เทียบกับกราฟ
โปรตีนมาตรฐาน (BSA) (ภาคผนวก ข)  ไดปริมาณโปรตีน ดังตารางที่ 4.2 

 
ตารางที่ 4.2 ปริมาณโปรตีนของโปรตีนพาหะที่เชื่อมตอกับสาร 
 

โปรตีนเชื่อมติด ปริมาณโปรตีน 
(มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) สารที่ใชในการเชื่อมติด 

CPAOZ-ed-BSA 3.1 EDC 
CPAOZ-OVA 2.4 EDC 
AOZ-glu-ed-BSA 3.0 Glutaraldehyde 
AOZ-glu-OVA 3.85 Glutaraldehyde 
AOZ-BSA 9.0 EDC และ NHS 
AOZ-OVA 9.0 EDC และ NHS 
AOZ-BSA 9.8 EDC 
AOZ-OVA 9.9 EDC 
 

จากการหาปริมาณโปรตีนของโปรตีนเชื่อมติด สามารถนําความเขมขนโปรตีนมาหา
เปอรเซ็นตการเชื่อมติดโดยวิธี TNBS และคํานวณความเขมขนที่ใชในการฉีดกระตุนในสัตว
ทดลองใหสรางแอนติบอดีตอสารที่ตองการได 
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4.2.2 การหาเปอรเซ็นตการเชื่อมติดโดยวิธี TNBS 
2,4,6-Trinitrobenzene Sulfonic Acid (TNBS) เปนสารที่มีความไวและรวดเร็วในการ

วิเคราะหหาหมูเอมีนได จากการวัดคาการดูดกลืนแสงของปฏิกิริยา TNBS ตอโปรตีนมาตรฐาน 
BSA ความเขมขน 250 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตั้งแตชวงความยาวคลื่น 260 ถึง 800 นาโนเมตร 
(ดังรูปที่ 4.3) พบวาสามารถวัดคาดูดกลืนแสงมากที่สุดไดที่ 335 และ 420 นาโนเมตร  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.3 สเปกตรัมผลิตภัณฑจากปฏิกิริยา TNBS กับโปรตีนมาตรฐาน BSA ความเขมขน 250 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ชวงความยาวคลื่น 260 – 800 นาโนเมตร 
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จากการทําปฏิกิริยา TNBS สามารถคํานวณเปอรเซ็นตการเชื่อมติด (% cross link) ของ
โปรตีนเชื่อมติดตางๆได (ตารางที่ 4.3) พบวา CPAOZ-ed-BSA CPAOZ-OVA AOZ-glu-ed-BSA 
และ AOZ-glu-OVA คาเปอรเซ็นตการเชื่อมติดเทากับ 40.34,  34.01,  81.42 และ 28.30 ตามลําดับ 
แสดงวาสามารถนําโปรตีนดังกลาวมาใชในการฉีดกระตุนสัตวทดลองและใชสําหรับ ELISA ได 
และยืนยันการเชื่อมติดโดยการหาน้ําหนักโมเลกุลที่เพิ่มขึ้นโดยวิธี MALDI-TOF/MS สวน AOZ-
BSA และ AOZ-OVA ไมสามารถวัดเปอรเซ็นตการเชื่อมติดไดเนื่องจากการเชื่อมติดสาร AOZ ใช
หมูเอมีนของ AOZ เชื่อมติดกับหมูคารบอกซิลิกของโปรตีนพาหะ ซ่ึงวิธี TNBS เปนวิธีวัดหมูเอมีน
บนโปรตีน แตสามารถวัดการเชื่อมติดไดโดยหาน้ําหนักโมเลกุลโดยวิธี MALDI-TOF ได  
 
ตารางที่ 4.3 เปอรเซ็นตการเชื่อมติด (% cross link) ของโปรตีนเชื่อมติด คํานวณโดยวิธี TNBS 
 

โปรตีนเชื่อมติด เปอรเซ็นตการเชื่อมติด 
(% cross link ) สารที่ใชในการเชื่อมติด 

CPAOZ-ed-BSA 40.34 EDC 
CPAOZ-OVA 34.01 EDC 
AOZ-glu-ed-BSA 81.42 Glutaraldehyde 
AOZ-glu-OVA 28.30 Glutaraldehyde 
AOZ-BSA ND EDC และ NHS 
AOZ-OVA ND EDC และ NHS 
AOZ-BSA ND EDC 
AOZ-OVA ND EDC 
หมายเหตุ  ND (non-detectable) หมายถึง ไมสามารถวัดได  
 
 4.2.3  การทดสอบการเชื่อมติดของสารกับโปรตีนพาหะโดยวิธี MALDI-TOF/MS 
  วิธี MALDI-TOF/MS เปนวิธีในการหาน้ําหนักโมเลกุล ซ่ึงสามารถนํามาใชในการ
หาการเชื่อมติดของสารเขากับโปรตีนพาหะได สามารถนําน้ําหนักโมเลกุลกอนและหลังทําการ
เชื่อมติด ดังรูปผนวกที่ ก.1 – ก.9 มาคํานวณหาอัตราสวนในการเชื่อมติด ไดผลดังตารางที่ 4.4 
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ตารางที่ 4.4 อัตราสวนการเชื่อมติดของสารเขากับโปรตีนพาหะคํานวณจากน้ําหนักโมเลกุล 
 

โปรตีนเชื่อมติด น้ําหนักโมเลกุล 
อัตราสวนการเชื่อมติดของสาร  

(โมเลกุลของสารตอโมเลกุลของ
โปรตีนพาหะ) 

สารที่ใชในการ
เชื่อมติด 

BSA 67020.627 - - 
OVA 44757.791 - - 
ed-BSA 67268.229 1.86 EDC 
CPAOZ-ed-BSA 70476.041 13.69 EDC 
CPAOZ-OVA 44642.017 < 1 EDC 
AOZ-glu-ed-BSA ND - Glutaraldehyde 
AOZ-glu-OVA 45579.843 4.05 Glutaraldehyde 
AOZ-BSA 72007.780 48.47 EDC และ NHS 
AOZ-OVA - - EDC และ NHS 
AOZ-BSA 68160.898 11.17 EDC 
AOZ-OVA 45068.234 3.04 EDC 
หมายเหตุ ND (non-detectable) หมายถึงไมสามารถวัดได  
 
 จากการหาน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนเชื่อมติด CPAOZ-ed-BSA, AOZ-glu-OVA, AOZ-
BSA, AOZ-OVA (ใชสาร EDC ในการเชื่อมติด) พบวามีน้ําหนักโมเลกุลเพิ่มขึ้นแสดงวามีสารเชื่อม
ติดที่โมเลกุลของโปรตีน ดังนั้นจึงสามารถนําแอนติเจนขางตนมาทําการฉีดกระตุนสัตวทดลองและ
นํามาใชในการทํา ELISA  สําหรับ CPAOZ-OVA พบวามีน้ําหนักโมเลกุลเทาเดิมแสดงวาไมมีสาร
เชื่อมติดกับโมเลกุลของโปรตีนซึ่งมีผลขัดแยงกับการวัดการเชื่อมติดโดยวิธี TNBS ซ่ึงใหผลการ
เชื่อมติด 34 เปอรเซน็ต ดังนั้น จึงนํามาโปรตีนเชื่อมติดมาทดสอบโดยวิธี ELISA โดยนํา CPAOZ-
OVA เคลือบบนหลุม 96 หลุม และทําปฏิกิริยากับซีรัมจากหนูทดลองที่ฉีดกระตุนดวย CPAOZ-ed-
BSA พบใหผลเปนบวกตอ CPAOZ-OVA ที่เคลือบบนหลุม 96 หลุม และใหผลเปนลบตอ OVA ที่
เคลือบบนหลุม 96 หลุม  แสดงวามีสาร CPAOZ เชื่อมติดบนโมเลกุลของโปรตีน OVA ดังนั้น จึง
สามารถนํา CPAOZ-OVA มาใชในการทํา ELISA ได  สวน AOZ-glu-ed-BSA และ  AOZ-OVA 
(ใชสาร EDC และ NHS ในการเชื่อมติด) เมื่อนํามาหาน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนโดยวิธี MALDI-
TOF พบวาไมสามารถหาน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนได ดังนั้น จึงนํา AOZ-glu-ed-BSA และ 
AOZ-OVA (ใชสาร EDC และ NHS ในการเชื่อมติด) มาทดสอบโดยวิธี ELISA โดยทําปฏิกิริยากับ
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ซีรัมจากหนูทดลองที่ฉีดกระตุนดวย CPAOZ-ed-BSA และ AOZ-BSA ตามลําดับ พบวาใหผลเปน
บวก แสดงวามีสารเชื่อมติดกับโมเลกุลของโปรตีนพาหะ ฉะนั้นจึงสามารถนํามาใชในฉีดกระตุน
สัตวทดลองและใชในการทํา ELISA ได 
 
4.3  การกระตุนภูมิคุมกันของหนูใหสรางแอนติบอดีตอแอนติเจนท่ีฉีด 
 นําแอนติเจนที่เตรียมไดมาทําการฉีดกระตุนหนูทดลอง และเมื่อฉีดกระตุนระบบภูมิคุมกัน
คร้ังที่ 3 ทําการเจาะเลือดหนูและนําซีรัมมาหาระดับแอนติบอดีโดยวิธี indirect ELISA โดยหนูที่ให
ระดับแอนติบอดีที่สูงจึงนํามาทําการหลอมรวมเซลลเพื่อใหไดไฮบริโดมาตอไป จากการทดลองได
ทําการฉีดกระตุนหนูทั้ง 16 ตัว ซ่ึงมี 12 ตัวเปนหนูสายพันธุ BALB/c และอีก 4 ตัวเปนหนูสายพันธุ 
ICR ทําการหาระดับแอนติบอดี และทําการหลอมรวมเซลลดังตารางที่ 4.5 
 
ตารางที่ 4.5 ระดับแอนติบอดีของหนูแตละตัวและการหลอมรวมเซลล 
หนู
ตัวที่ 

สาย
พันธุ แอนติเจนที่ฉีด แอนติเจนที่ใช

เคลือบใน 96 หลุม
ระดับ
แอนติบอดี 

การหลอมรวม
เซลล คร้ังที่ 

1 BALB/c CPAOZ-ed-BSA CPAOZ-OVA 1:16000 1 
2 BALB/c CPAOZ-ed-BSA CPAOZ-OVA 1:32000 2 
3 BALB/c CPAOZ-ed-BSA CPAOZ-OVA 1:16000 ตาย 
4 BALB/c CPAOZ-ed-BSA CPAOZ-OVA 1:512000 3 
5 BALB/c CPAOZ-ed-BSA CPAOZ-OVA 1:2048000 5 
6 BALB/c CPAOZ-ed-BSA CPAOZ-OVA 1:64000 4 
7 BALB/c AOZ-glu-ed-BSA AOZ-glu-ed-BSA 0 - 
8 BALB/c AOZ-glu-ed-BSA AOZ-glu-ed-BSA 0 - 
9 BALB/c AOZ-glu-ed-BSA AOZ-glu-ed-BSA 1:32000 6 
10 ICR AOZ-glu-ed-BSA AOZ-glu-ed-BSA 1:32000 7 
11 ICR AOZ-glu-ed-BSA AOZ-glu-ed-BSA 1:32000 - 
12 ICR AOZ-BSA (EDC/NHS) AOZ-BSA 1:16384000* 8 
13 ICR AOZ-BSA (EDC/NHS) AOZ-BSA 1:16384000* 9 
14 BALB/c CPAOZ-ed-BSA CPAOZ-OVA 1:512000* 10 
15 BALB/c AOZ-BSA (EDC) AOZ-OVA (EDC) 1:64000* 12 
16 BALB/c AOZ-BSA (EDC) AOZ-OVA (EDC) 1:512000* 11 

หมายเหตุ * ลางจานเพาะเลี้ยงเซลล 96 หลุมสําหรับทํา ELISA ดวย PBS ที่มี tween 20 ความเขมขน 
0.05 เปอรเซ็นต 
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 เมื่อนําซีรัมของหนูตัวที่ 1-6 และ 14 ซ่ึงฉีดกระตุนดวย CPAOZ-ed-BSA มาทดสอบจับกับ
สารในรูปอิสระโดยวิธี competitive ELISA จากผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 4.6 พบวาการฉีด
กระตุนหนูดวย CPAOZ-ed-AOZ สามารถกระตุนใหหนูสรางแอนติบอดีตอสาร CPAOZ และ 
NPAOZ ในรูปอิสระได สําหรับสาร AOZ ในรูปอิสระนั้น แอนติบอดีมีความสามารถในการจับได
เชนกันแตมีความสามารถในการจับสารในรูปอิสระ AOZ นอยกวาสาร CPAOZ และ NPAOZ 
 
ตารางที่ 4.6 การทดสอบซีรัมของหนูที่ฉีดกระตุนดวย CPAOZ-ed-BSA ตอสารในรูปอสิระโดยวิธี 
Competitive ELISA 
 

คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 
หนูตัวที่ ภาวะการทดสอบ 

1 2 3 4 5 6 14 
ซีรัม 1.214 1.313 1.692 2.275 0.839 0.756 0.734 
ซีรัมที่เติม CPAOZ 
100 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร 

0.193 0.297 0.268 0.807 0.127 0.121 0.091 

ซีรัมที่เติม NPAOZ 
100 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร 

- - - - 0.165 0.194 0.116 

ซีรัมที่เติม AOZ 
100 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร 

- - - 0.463 0.489 0.389 0.562 

ตัวควบคุมลบ 0.081 0.081 0.081 0.087 0.098 0.098 0.088 
หมายเหตุ  เคลือบจานเพาะเลี้ยงเซลลสําหรับทํา ELISA ดวย CPAOZ-OVA ปริมาณ 3 ไมโครกรัม

ตอมิลลิลิตร 
 ตัวควบคุมลบ คือ ซีรัมของหนูกอนทําการฉีดกระตุน 

  
จากตารางที่ 4.5 พบวาหนูตัวที่ 7 และ 8 ซ่ึงฉีดกระตุนดวย AOZ-ed-BSA ไมสามารถ

กระตุนใหหนูสรางแอนติบอดีตอแอนติเจนที่ฉีดได สวนหนูตัวที่ 9, 10 และ 11 สามารถสราง
แอนติบอดีตอ AOZ-ed-BSA ได ดังนั้นจึงนําซีรัมของหนูที่ 9 มาทดสอบจับกับสารในรูปอิสระโดย
วิธี competitive ELISA จากตารางที่ 4.7 พบวาหนูที่ฉีดกระตุนดวย AOZ-ed-BSA ไมสามารถสราง
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แอนติบอดีที่สามารถจับกับสาร AOZ และ CPAOZ ในรูปอิสระได แตสามารถจับกับสาร NPAOZ 
ในรูปอิสระไดเพียงเล็กนอย ซ่ึงซีรัมของหนูตัวที่ 10 และ 11 ใหผลเชนเดียวกัน ดังนั้น จึงไดทําการ
ทดสอบหลอมรวมเซลลหนูตัวที่ 9 และ 10 

 
ตารางที่ 4.7 การทดสอบแอนติบอดีของหนูที่ 9 ซ่ึงฉีดกระตุนดวย AOZ-glu-BSA (ใช 
glutaraldehyde เปนสารในเชื่อมติด) ตอสารในรูปอิสระโดยวิธี Competitive ELISA 

 

ภาวะการทดสอบ 
คาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 492 

นาโนเมตร 
ซีรัมเจือจาง 500 เทาใน PBS 1.849 
ซีรัมเจือจาง 500 เทาใน BSA 0.912 
ซีรัมเจือจาง 500 เทาใน BSA และเติม AOZ 100 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 0.928 

ซีรัมเจือจาง 500 เทาใน BSA และเติม NPAOZ 100 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 0.722 

ซีรัมเจือจาง 500 เทาใน BSA และเติม CPAOZ 100 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 0.963 

ตัวควบคุมลบ 0.064 
ตัวควบคุมบวก 1.299 

หมายเหตุ ตัวควบคุมลบ คือ ซีรัมของหนูกอนทําการฉีดกระตุนเจือจาง 500 เทา 
  ตัวควบคุมบวกคือ ซีรัมของหนูตัวที่ 5 เจือจาง 4000 เทา 
  เคลือบ 96 หลุมดวย AOZ-ed-BSA ความเขมขน 3 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
 

นําซีรัมของหนูที่ฉีดกระตุนดวย AOZ-BSA (ใช EDC และ NHS เปนสารในการเชื่อมติด) 
ทดสอบกับสารในรูปอิสระโดยวิธี competitive ELISA (ตารางที่4.8) พบวาหนูสรางแอนติบอดีตอ 
AOZ-BSA ไดและไมทําปฏิกิริยากับ BSA แตไมสามารถจับกับสาร CPAOZ, NPAOZ หรือ AOZ 
ในรูปอิสระได  จากผลการทดสอบการเชื่อมติด AOZ กับ BSA (ใช EDC และ NHS เปนสารเชื่อม
ติด)โดยวิธี MADLI-TOF/MS พบวามีสาร AOZ ประมาณ 47 โมเลกุลตอโมเลกุลของโปรตีนซึ่งมี
ปริมาณสาร  AOZ เชื่อมติดสูงและระดับแอนติบอดีของหนูมีระดับแอนติบอดีสูง ดังนั้น จึงไดทํา
การทดสอบหลอมรวมเซลลเพื่อใหไดโมโนโคลนมาทดสอบตอไป  
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ตารางที่ 4.8 การทดสอบแอนติบอดีของหนูที่ฉีดดวย AOZ-BSA (ใช EDC และ NHS เปนสารใน
การเชื่อมติด) ตอสารในรูปอิสระโดยวิธี Competitive ELISA 

คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  
492  นาโนเมตร 

หนูตัวที่ 
ภาวะการทดสอบ 

12 13 
ซีรัม 1.640 1.898 
ซีรัมที่เติม CPAOZ 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 1.591 1.795 
ซีรัมที่เติม NPAOZ 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 1.583 1.840 
ซีรัมที่เติม AOZ 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 1.508 1.743 
ตัวควบคุมลบ 0.099 0.099 
หมายเหตุ  เคลือบ 96 หลุมดวย AOZ- BSA (ใช EDC และ NHS เปนสารในการเชื่อมติด) ความเขม-

ขน 3 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
 
นําซีรัมของหนูที่ฉีดกระตุนดวย AOZ-BSA (ใช EDC เปนสารในการเชื่อมติด) นําซีรัมของ

หนูมาทดสอบจับกับสารในรูปอิสระโดยวิธี competitive ELISA (ตารางที่ 4.9)   พบวาหนูสามารถ
สรางแอนติบอดีที่สามารถจับกับ NPAOZ ในรูปอิสระได แตไมสามารถจับกับสาร AOZ และ 
CPAOZ ในรูปอิสระได ดังนั้น จึงไดทําการหลอมรวมเซลลหนูตวัที่ 15 และ 16 
 
ตารางที่ 4.9 การทดสอบแอนติบอดีของหนูที่ฉีดดวย AOZ-BSA(ใช EDC เปนสารในการเชื่อมติด) 
ตอสารในรูปอิสระโดยวิธี Competitive ELISA 

คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  
492  นาโนเมตร 

หนูตัวที่ 
ภาวะการทดสอบ 

15 16 
ซีรัม 1.355 1.446 
ซีรัมที่เติม CPAOZ 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 1.236 1.221 
ซีรัมที่เติม NPAOZ 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 0.929 0.948 
ซีรัมที่เติม AOZ 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 1.407 1.429 
ตัวควบคุมลบ 0.065 0.065 
หมายเหตุ  เคลือบ 96 หลุมดวย AOZ-OVA ความเขมขน 3 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  
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4.4 การหลอมรวมเซลล 

 
4.4.1 ผลการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 1-4 

หลังจากทําการหลอมรวมเซลลมามของหนูกับเซลลมัยอีโลมา โดยภายหลังการ
หลอมรวมเซลลแลวประมาณ 1 สัปดาห นํามาตรวจดูดวยกลองจุลทรรศนชนิดหัวกลับ   ( inverted 
microscope) พบวาเซลลมามและเซลลมัยอีโลมาที่ไมหลอมรวมไมเจริญ และพบเซลลไฮบริโดมามี
ลักษณะเปนโคโลนีขนาดเล็กในหลุม โดยพบโคโลนีของเซลลไฮบริโดมาในการหลอมรวมเซลล
คร้ังที่ 1-3 มีเซลลเจริญประมาณ 10 เปอรเซ็นต ของหลุมทั้งหมดที่ทําการแบงเล้ียง และหลอมรวม
เซลลคร้ังที่ 4 มีเซลลเจริญประมาณ 50 เปอรเซ็นต เมื่อโคโลนีมีขนาดประมาณ 25 เปอรเซ็นตของ
หลุม นําอาหารเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาแตละหลุมมาทําการทดสอบหาแอนติบอดีโดยใช CPAOZ-
OVA ในการทดสอบโดยวิธี indirect ELISA ผลที่ไดคือไมพบเซลลที่สรางแอนติบอดีตอ CPAOZ 
และ NPAOZ ได 
  

4.4.2  ผลการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 5 
หลังจากทําการหลอมรวมเซลล พบเซลลไฮบริโดมามีลักษณะเปนโคโลนีขนาดเล็ก

เจริญในหลุมประมาณ 70 เปอรเซ็นต ของหลุมทั้งหมด และเมื่อนําอาหารเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาแต
ละหลุมมาทําการทดสอบหาแอนติบอดีตอ NPAOZ โดยใช CPAOZ-OVA ความเขมขน 3 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรโดยการทดสอบโดยวิธี indirect ELISA พบวามีเซลลไฮบริโดมาสามารถ
สรางแอนติบอดีที่สามารถจับกับ CPAOZ-OVA ที่เคลือบบนหลุม 96 หลุมได และมีเซลลเปน
จํานวนมาก ดังนั้นจึงไดทําการยายเซลลไฮบริโดมาจากจานเพาะเลี้ยงเซลล 96 หลุม ไปยังจานเพาะ
เล้ียงเซลล 24 หลุม ปรากฏวามีเพียง 2 โคลนเทานั้นที่ยังคงสามารถเจริญไดคือ โคลน 2/H11 และ 
9/C7 จึงไดนําอาหารเลี้ยงเซลลมาทดสอบการจับกับสารในรูปอิสระโดยวิธี competitive ELISA (ตา
รางที่ 4.10) โดยใช CPAOZ-OVA, AOZ-glu-ed-BSA และ BSA เคลือบบนหลุม 96 หลุม พบวา
โคลน 2/H11 สามารถจับกับสาร CPAOZ, NPAOZ และ AOZ ในรูปอิสระได และโคลน 9/C7 
สามารถจับกับสาร CPAOZ และ NPAOZ ในรูปอิสระได ดังนั้นจําทําการโคลนเซลลใหเปนโมโน
โคลนไดทั้งหมด 12 โคลนแสดงดังตารางที่ 4.11 
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ตารางที่ 4.10 การทดสอบแอนติบอดีของโคลน 2/H11 และ 9/C7 ตอสารในรูปอิสระโดยวิธี 
Competitive ELISA 

คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร 
แอนติเจนที่ใชเคลือบบน 96 หลุม (3 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร) 

รหัสโคลน ภาวะการทดสอบ 

CPAOZ-OVA AOZ-glu-ed-BSA BSA 
อาหารเลี้ยงเซลล 1.299 1.654 0.061 
อาหารเลี้ยงเซลลเจือจาง 2 เทา 1.248 1.646 0.064 
อาหารเลี้ยงเซลลเจือจาง 2 เทา 
ผสมกับ CPAOZ 100 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

0.061 0.132 0.069 

อาหารเลี้ยงเซลลเจือจาง 2 เทา 
ผสมกับ NPAOZ 100 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

0.183 0.458 0.054 
2/H11 

อาหารเลี้ยงเซลลเจือจาง 2 เทา 
ผสมกับ AOZ 100 ไมโครกรัม
ตอมิลลิลิตร 

0.641 1.825 0.054 

อาหารเลี้ยงเซลล 1.092 0.594 0.095 
อาหารเลี้ยงเซลลเจือจาง 2 เทา 1.041 0.571 0.067 
อาหารเลี้ยงเซลลเจือจาง 2 เทา 
ผสมกับ CPAOZ 100 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

0.198 0.120 0.067 

อาหารเลี้ยงเซลลเจือจาง 2 เทา 
ผสมกับ NPAOZ 100 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

0.480 0.165 0.066 
9/C7 

อาหารเลี้ยงเซลลเจือจาง 2 เทา 
ผสมกับ AOZ 100 ไมโครกรัม
ตอมิลลิลิตร 

0.901 0.579 0.086 

ตัวควบคุมบวก 1.030 1.554 1.351 
ตัวควบคุมลบ 0.068 0.087 0.051 

หมายเหตุ ตัวควบคุมบวก คือ ซีรัมของหนูตัวที่ 5 ความเจือจาง 4000 เทา 
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ตารางที่ 4.11 สรุปโมโนโคลนจากการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 5 

 
ลําดับที่ รหัสโคลน รหัสโคลนอยางยอ 

1 9/C7/B3/C3 CPAOZ#1 
2 9/C7/B3/D5 CPAOZ#2 
3 9/C7/B3/F2 CPAOZ#3 
4 9/C7/H10/B12 CPAOZ#4 
5 9/C7/H10/C8 CPAOZ#5 
6 9/C7/H10/F10 CPAOZ#6 
7 2/H11/B6/H4/C8/G12/G8 CPAOZ#7 
8 2/H11/D5/G10/D7/F8/C11 CPAOZ#8 
9 2/H11/E5/C4/C1/F3/E4 CPAOZ#9 
10 2/H11/E5/H4/C8/F8/D8 CPAOZ#10 
11 2/H11/F9/G8/B2/G2/G4 CPAOZ#11 
12 2/H11/F9/H10/B8/B8/C10 CPAOZ#12 

 
 

4.4.3  ผลการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 6 
หลังจากทําการหลอมรวมเซลลพบเซลลไฮบริโดมาเจริญประมาณ 80 เปอรเซ็นต 

ของหลุมทั้งหมด และเมื่อนําอาหารเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาแตละหลุมมาทําการทดสอบหาแอนติบอดี
ตอ AOZ โดยใช AOZ-BSA (ใช EDC และ NHS เปนสารในการเชื่อมติด) ในการทดสอบโดยวิธี 
indirect ELISA ผลที่ไดคือใหผลบวกเปนจํานวนมากจึงไดทําการยายจากจานเพาะเลี้ยงเซลล 96 
หลุม ไปยังจานเพาะเลี้ยงเซลล 24 หลุม ปรากฏวามีเพียง 1 โคลนเทานั้นที่ยังคงสามารถเจริญไดคือ 
โคลน 3/D9 นําอาหารเลี้ยงเซลลในจานเพาะเลี้ยงเซลล 24 หลุม นํามาทดสอบกับสารในรูปอิสระ
โดยวิธี competitive ELISA ไดผลดังแสดงในตารางที่ 4.12 ซ่ึงสามารถจับกับสาร NPAOZ และ 
CPAOZ ในรูปอิสระได ดังนั้นจึงไดทําการโคลนเซลลใหเปนโมโนโคลน ไดทั้งหมด 2 โคลน คือ
โคลน 3/D9/A3 และ 3/D9/B12 เมื่อนําโมโนโคลนทั้ง 2 มาทําการจับกับสารในรูปอิสระพบวาสูญ
เสียความสามารถจับกับสารในรูปอิสระได จึงไมนํามาศึกษาตอไป 
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ตารางที่ 4.12 การทดสอบแอนติบอดีของโคลน 3/D9 ตอสารในรูปอิสระโดยวิธี Competitive 
ELISA 

คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  
492 นาโนเมตร 

คร้ังที่ 
ภาวะการทดสอบ 

1 2 3 
อาหารเลี้ยงเซลลไมเจือจาง 1.173 0.655 0.724 

อาหารเลี้ยงเซลลเจือจาง 2 เทา 0.559 0.561 0.507 
อาหารเลี้ยงเซลลเจือจาง 2 เทา 

ผสมกับสาร CPAOZ 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร - 0.168 0.234 

อาหารเลี้ยงเซลลเจือจาง 2 เทา 
ผสมกับสาร NPAOZ 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 0.088 0.103 0.191 

อาหารเลี้ยงเซลลเจือจาง 2 เทา 
ผสมกับสาร AOZ 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 0.491 0.458 0.231 

ตัวควบคุมบวก 1.102 0.950 0.989 
ตัวควบคุมลบ 0.102 0.098 0.110 

ตัวควบคุมบวก คือ ซีรัมของหนูที่ฉีดกระตุน AOZ-glu-ed-BSA 
ตัวควบคุมลบ คือ ซีรัมของหนูกอนทําการฉีดกระตุน 
 

4.4.3  ผลการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 7-11 
จากการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 7-9 พบเซลลไฮบริโดมาที่สามารถจับกับแอนติเจนที่

เคลือบบน 96 หลุมได แตเมื่อทดสอบการจับกับสารในรูปอิสระพบวาไมสามารถจับกับสารในรูป
อิสระได สวนการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 10 และ 11 เปอรเซ็นตการหลอมรวมเซลลไดเพียง 10 
เปอรเซ็นต ของหลุมทั้งหมด เมื่อนําอาหารเลี้ยงเซลลมาทําการคัดเลือกโดยวิธี indirect ELISA ผล
คือไมพบเซลลไฮบริโดมาที่สามารถสรางแอนติบอดีตอสารที่ตองการได 

 
4.4.4 ผลการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 12 

จากการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 12 ไดเซลลไฮบริโดมาประมาณ 80 เปอรเซ็นต และมี
เซลลไฮบริโดมาที่สามารถสรางแอนติบอดีจับกับ AOZ-OVA (ใช EDCเปนสารเชื่อมติด) ได แต
เมื่อนํามาทดสอบการจับกับสารในรูปอิสระ โดยวิธี competitive ELISA พบวามีเพียง 3 โคลนคือ 
1/C5, 7/A9 และ 9/F9 สามารถสรางแอนติบอดีที่สามารถจับกับสารในรูปอิสระได (ตารางที่ 4.13) 
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จึงนํามาทําใหเปนโมโนโคลนแตในขั้นตอนการทําใหเปนโมโนโคลน เซลลไฮบริโดมาเจริญแตไม
สามารถสรางแอนติบอดีที่จับกับ AOZ-OVA ไดอีกตอไป 
 
ตารางที่ 4.13 การทดสอบแอนติบอดีของโคลน1/C5, 7/A9 และ 9/F9 ตอสารในรูปอิสระโดยวิธี 

Competitive ELISA 
 

คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร 
เคลือบบน 96 หลุม ดวย AOZ-OVA 
(3 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

รหัสโคลน 
ภาวะการทดสอบ 

1/C5 7/A9 9/F9 
อาหารเลี้ยงเซลล 2.200 1.680 2.631 
อาหารเลี้ยงเซลลเจอจาง 2 เทา 1.924 1.274 2.003 
อาหารเลี้ยงเซลลเจือจาง 2 เทา 
ผสมกับ NPAOZ 5 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร 

1.773 1.049 1.629 

อาหารเลี้ยงเซลลเจือจาง 2 เทา 
ผสมกับ AOZ 5 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร 

1.165 0.897 0.886 

ตัวควบคุมลบ 0.060 0.061 0.059 
 
 
4.5  การศึกษาลักษณะเบื้องตนของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
 4.5.1 การหาความเขมขนของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่เหมาะสมดวยวิธี indirect ELISA  

นําโมโนโคลนมาทําการเลี้ยงเก็บในอาหารเลี้ยงเซลลและเก็บอาหารเลี้ยงเซลล
ประมาณ 100 มิลลิลิตร นําอาหารเลี้ยงเซลลที่เก็บไดมาทําการหาความเขมขนที่เหมาะสมสําหรับ
การทดสอบ competitive ELISA (ตารางที่ 4.14) เลือกคาการดูดกลืนแสงที่ความเจือจางสุดทายใกล
เคียง 1 พบวาทั้ง 12 โคลนไดคาความเจือจางเทากับ 2 เทา นําคาความเจือจางที่ไดไปใชในการหาคา
ความความเขมขนของ CPAOZ-OVA สําหรับเคลือบบนหลุม 96 หลุม และนําไปทดสอบหาสมบัติ
เบื้องตนของโมโนโคลนอลแอนติบอดีดวยวิธี competitive ELISA 
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ตารางที่ 4.14 คาการดูดกลืนแสงของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่คาการเจือจางตางๆทดสอบโดย วิธี 
indirect ELISA 

คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร ความเจือจาง 
(เทา) CPAOZ#1 CPAOZ#2 CPAOZ#3 CPAOZ#4 CPAOZ#5 CPAOZ#6 

0 1.011 0.962 0.943 1.042 1.075 0.965 
2 0.978 0.753 0.767 0.936 0.871 0.729 
4 0.848 0.638 0.618 0.817 0.794 0.649 
8 0.785 0.509 0.526 0.751 0.645 0.525 
16 0.709 0.395 0.401 0.704 0.541 0.416 

ตัวควบคุม
บวก 0.846 

ตัวควบคุม
ลบ 0.075 

 
ตารางที่ 4.14 คาการดูดกลืนแสงของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่คาการเจือจางตางๆทดสอบโดย วิธี 

indirect ELISA (ตอ) 
คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร ความเจือจาง 

(เทา) CPAOZ#7 CPAOZ#8 CPAOZ#9 CPAOZ# 
10 

CPAOZ# 
11 

CPAOZ# 
12 

0 1.092 1.119 1.050 1.059 1.125 1.189 
2 1.007 1.014 0.970 0.977 1.031 0.957 
4 0.946 0.956 0.972 0.968 0.927 0.896 
8 0.893 0.897 0.899 0.931 0.818 0.775 
16 0.818 0.843 0.815 0.855 0.704 0.741 

ตัวควบคุม
บวก 0.846 

ตัวควบคุม
ลบ 0.075 

หมายเหตุ  ตัวควบคุมบวก คือ ซีรัมของหนูที่ฉีดกระตุน CPAOZ-ed-BSA 
    ตัวอักษรหนา คือคาความเจือจางที่ทําการเลือก 
   เคลือบหลุม 96 หลุมดวย CPAOZ-OVA ความเขมขน 3 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
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 4.5.2 การหาความเขมขนของแอนติเจนที่เหมาะสมในการทําปฏิกิริยากับแอนติบอดดีดวย
วิธี indirect ELISA 
  นําโมโนโคลนอลแอนติบอดีความเจือจาง 2 เทา (จากตารางที่ 4.14) มาหาปริมาณ
แอนติเจนที่ใชเคลือบบนจานเลี้ยงเซลลโดยทําการเจือจางแอนติเจนที่ความเขมขน 3.000, 1.500, 
0.750, 0.375, 0.188, และ 0.094 ไมโครกรัมตอมมิลลิลิตร ตามลําดับ ผลการทดลอง (ตารางที่ 4.15) 
พบวาความเขมขนของ CPAOZ-OVA ที่เหมาะสมสําหรับโมโนโคลนอลแอนติบอดีเจือจาง 2 เทา 
เทากับ 0.375 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร นําคาความเจือจางของแอนติเจนและแอนติบอดีที่ไดไปหา
สมบัติเบื้องตนของโมโนโคลนอลแอนติบอดี โดยวิธี competitive ELISA 
 
ตารางที่ 4.15 ความเจือจางของแอนติเจนที่ใชในการเคลือบบนจานเลี้ยงเซลล 96 หลุม 
 

คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร 
ความเขมขนของ OVA-CPAOZ  (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) รหัสโคลนอยางยอ 

3.000 1.500 0.750 0.375 0.188 0.094 
CPAOZ#1 1.955 1.443 1.065 0.803 0.487 0.292 
CPAOZ#2 1.692 1.242 1.130 0.727 0.417 0.275 
CPAOZ#3 1.682 1.268 1.020 0.702 0.408 0.265 
CPAOZ#4 1.946 1.578 1.421 0.928 0.640 0.383 
CPAOZ#5 2.124 1.519 1.293 0.895 0.563 0.383 
CPAOZ#6 2.002 1.355 1.198 0.734 0.458 0.293 
CPAOZ#7 2.394 1.783 1.620 1.112 0.743 0.456 
CPAOZ#8 2.462 1.905 1.730 1.271 0.901 0.547 
CPAOZ#9 2.204 1.556 1.257 0.906 0.603 0.350 
CPAOZ#10 2.155 1.542 1.378 0.934 0.666 0.370 
CPAOZ#11 2.044 1.305 1.176 0.974 0.588 0.330 
CPAOZ#12 1.933 1.366 1.139 0.880 0.503 0.292 

ตัวควบคุมบวก 2.007 - - - - - 
ตัวควบคุมลบ 0.077 - - - - - 

ตัวควบคุมบวก คือ ซีรัมของหนูที่ฉีดกระตุน CPAOZ-ed-BSA 
ตัวควบคุมลบ คือ ซีรัมของหนูกอนทําการฉีดกระตุน 
ตัวอักษรหนา คือคาความเจือจางที่เลือก 
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4.5.3 การตรวจสอบไอโซไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

ผลการตรวจสอบไอโซไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากเซลลไฮบริโดมา พบ
วา โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดทั้งหมดเปนชนิด IgG1 (ตารางที่ 4.16) 
 
ตารางที่ 4.16  คาดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร จากการตรวจหาไอโซไทปของโมโนโคลนอล       

แอนติบอดี โดยวิธี Indirect ELISA  
 

คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร 
อิมมูโมโนโกลบูลิน ไอโซไทป รหัสเซลล 

ไฮบริโดมา 
IgG1 IgG2a IgG2b IgG3 IgM IgA 

สรุปไอ
โซไทป
ที่ได 

CPAOZ#1 0.595 0.063 0.075 0.068 0.074 0.082 IgG1 
CPAOZ#2 0.599 0.068 0.066 0.065 0.073 0.077 IgG1 
CPAOZ#3 0.615 0.069 0.064 0.061 0.072 0.066 IgG1 
CPAOZ#4 0.641 0.065 0.082 0.067 0.080 0.071 IgG1 
CPAOZ#5 0.641 0.067 0.070 0.066 0.077 0.057 IgG1 
CPAOZ#6 0.645 0.069 0.067 0.067 0.076 0.065 IgG1 
CPAOZ#7 0.771 0.123 0.154 0.086 0.244 0.117 IgG1 
CPAOZ#8 0.827 0.138 0.102 0.086 0.262 0.107 IgG1 
CPAOZ#9 0.786 0.124 0.140 0.103 0.268 0.088 IgG1 
CPAOZ#10 0.797 0.126 0.095 0.083 0.249 0.094 IgG1 
CPAOZ#11 0.835 0.132 0.082 0.077 0.248 0.082 IgG1 
CPAOZ#12 0.828 0.130 0.081 0.074 0.243 0.082 IgG1 
ตัวควบคุม

บวก 
0.067 0.186 0.168 1.099 0.121 0.058 IgG3 

ตัวควบคุมบวก คือ IgG3 มาตรฐาน 
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 4.5.4 การทดสอบความไวและปฏิกิริยาขามของโมโนโคลนอลแอนติบอดี โดยวิธี indirect 
competitive ELISA 
  โมโนโคลน CPAOZ#1 ถึง CPAOZ#6 มาจากเซลลหลุมตนแบบ 9/C7 และมีไอโซ
ไทปเปน IgG1 เชนเดียวกันจึงคาดวา CPAOZ#1 ถึง CPAOZ#6 เปนโมโนโคลนมาจากหลุมตน
แบบเดียวกันจึงทําการเลือกสุมมา 2 โคลน คือ CPAOZ#1 และ CPAOZ#4 สวนโมโนโคลน 
CPAOZ#7 ถึง CPAOZ#12 มาจากเซลลหลุมตนแบบ 2/H11 และมีไอโซไทป IgG1 ทั้งหมดเชน
เดียวกันจึงคาดวา CPAOZ#7 ถึง CPAOZ#12 เปนโมโนโคลนมาจากหลุมตนแบบเดียวกันจึงทําการ
เลือกสุมมา 2 โคลน คือ CPAOZ#7 และ CPAOZ#12 ทําการทดสอบหาความไวและปฏิกิริยาขาม
กับสารในกลุมไนโตรฟูแรน และยาปฏิชีวนะอื่นๆ โดยวิธี indirect competitive ELISA การทดลอง
หาความไวตอสาร CPAOZ ตั้งแต 0.001 - 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตอโมโนโคลนอลแอนติบอดี
ทั้ง 4 โคลน (รูปที่ 4.4) ผลที่ไดคือ โมโนโคลน CPAOZ#12 มีความไวตอสาร CPAOZ สูงสุดใหคา 
IC50 เทากับ 24 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร จากการทดสอบปฏิกิริยาขามตอสารในกลุมไนโตรฟูแรน
และยาปฏิชีวนะอื่นๆ ที่ระดับความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ตารางที่ 4.17) พบวาโคลน 
CPAOZ#1 และ CPAOZ#4 ทําปฏิกิริยาขามกับสาร NPAOZ และ ฟูราโซลิโดน สําหรับโคลน 
CPAOZ#7 และ CPAOZ#12 ทําปฏิกิริยาขามกับ NPAOZ, AOZ  และ ฟูราโซลิโดน จากการผลการ
ทดลองจะเห็นไดวาโมโนโคลน CPAOZ#12 มีความไวตอสาร CPAOZ สูงที่สุด และสามารถทํา
ปฏิกิริยากับสาร NPAOZ, AOZ และฟูราโซลิโดนได ดังนั้น จึงทําการเลือกโมโนโคลนอล
แอนติบอดี CPAOZ#12 มาทดสอบหาคา IC50 ตอสาร CPAOZ, NPAOZ, AOZ และฟูราโซลิโดน 
คํานวณเปอรเซ็นตปฏิกิริยาขามกับสารตางๆ และนําโมโนโคลนอลแอนติบอดีมาทําใหบริสุทธิ์ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.4 การทดสอบความไวของโมโคลนอลแอนติบอดี CPAOZ#1, 4, 7 และ12 ตอสาร CPAOZ 
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ตารางที่ 4.17 ปฏิกิริยาขามของโมโนโคลนอลแอนติบอดี CPAOZ#1 CPAOZ#4 CPAOZ#7 และ 

CPAOZ#12 ตอสารในกลุมและนอกกลุมไนโตรฟูแรน ที่ระดับความเขมขน 10
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  

 
คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร 

รหัสโคลนอยางยอ สารแยงจับ 
CPAOZ#1 CPAOZ#4 CPAOZ#7 CPAOZ#12 

ไมเติมสารแยงจับ 0.749 1.000 1.139 1.080 
Furazolidone 0.117 0.144 0.096 0.160 

CPAOZ 0.311 0.171 0.082 0.104 
NPAOZ 0.458 0.513 0.418 0.220 

AOZ 0.685 0.905 0.614 0.406 
CBA 0.785 1.045 0.914 0.871 

NPAHD 0.783 0.983 0.905 0.787 
NPSCA 0.701 0.887 0.911 0.884 

NPAMOZ 0.731 1.332 1.117 0.776 
AMOZ 0.756 1.015 0.978 0.791 
AHD 0.766 0.986 1.071 0.983 
SEM 0.778 1.166 1.039 1.066 

Flumequine 0.638 0.991 0.883 0.858 
Norfloxacin 0.758 0.976 1.232 0.902 

Penicilin G 0.943 0.902 0.929 0.853 
Clenbuterol 0.703 0.943 0.984 0.909 
Salbutamol 0.843 1.088 1.149 1.059 

Chloramphenicol 0.738 1.019 0.982 0.937 
Oxytetracycline 0.761 1.152 0.964 0.892 
ตัวควบคุมลบ 0.095 0.086 0.100 0.098 

หมายเหตุ  ตัวควบคุมลบ คือ สารละลายบัพเฟอร 
                 ตัวอักษรหนา คือ โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่เกิดปฏิกิริยาขาม 
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การทดสอบหาคา IC50 ตอสาร CPAOZ NPAOZ AOZ และฟูราโซลิโดน ของโม
โนโคลนอลแอนติบอดี CPAOZ#12 (รูปที่ 4.5-4.8) โดยวิธี indirect competitive ELISA ไดคาเทา
กับ 74.53 1,042 15,390 และ 2.91 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ และการทดสอบปฏิกิริยาขาม
ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี CPAOZ#12 (ตารางที่ 4.18) พบวามีปฏิกิริยาขามตอสาร CPAOZ, 
NPAOZ, AOZ และฟูราโซลิโดนเทากับ 100, 7.5, 0.45 และ 2,500 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 
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รูปที่ 4.5  การทดสอบความจําเพาะของโมโคลนอลแอนติบอดี CPAOZ#12 ตอสาร CPAOZ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.6  การทดสอบความจําเพาะของโมโคลนอลแอนติบอดี CPAOZ#12 ตอสาร NPAOZ 
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รูปที่ 4.7  การทดสอบความจําเพาะของโมโคลนอลแอนติบอดี CPAOZ#12 ตอสาร AOZ 
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รูปที่ 4.8  การทดสอบความจําเพาะของโมโคลนอลแอนติบอดี CPAOZ#12 ตอสาร furazolidone 
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ตารางที่ 4.18 เปอรเซ็นตปฏิกิริยาขามของโมโนโคลนอลแอนติบอดี CPAOZ#1 CPAOZ#4 
CPAOZ#7 และ CPAOZ#12 ตอสารในกลุมและนอกกลุมไนโตรฟูแรน  
 

CPAOZ#12 
ชนิดสาร IC50 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
เปอรเซ็นตปฏิกิริยาขาม 

CPAOZ 0.075 100 
NPAOZ 1.0 7.5 

AOZ 15.39 0.49 
Furazolidone 0.003 2500 

CBA - - 
NPAHD - - 
NPSCA - - 

NPAMOZ - - 
AMOZ - - 
AHD - - 
SEM - - 

Flumequine - - 
Norfloxacin - - 
Penicilin G - - 
Clenbuterol - - 
Salbutamol - - 

Chloramphenicol - - 
Oxytetracycline - - 

หมายเหตุ  “ - ” หมายถึง ไมเกิดปฏิกิริยาขาม 
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4.6  การทําบริสุทธ์ิโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
4.6.1 การทําแอนติบอดีใหบริสุทธิ์โดยวิธี affinity chromatography ผานคอลัมนโปรตีน เอ 

นําเซลลไฮบริโดมารหัส CPAOZ#12 มาเพิ่มจํานวนและเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลลจน
ไดปริมาตร 500 มิลลิลิตร นําอาหารเลี้ยงเซลลที่มีแอนติบอดีมาทําใหบริสุทธ์ิโดยใชคอลัมนโปรตีน 
เอ ซ่ึงแอนติบอดีไอโซไทป IgG1 จะมีสัมพรรคภาพสูงตอโปรตีน เอ ที่ pH 9 และความเขมขนของ
เกลือ 4 โมลลาร สวนโปรตีนและสารอื่น ๆ ในอาหารเลี้ยงเซลลจะไมจับกับโปรตีน เอ และที่คา pH 
3.5 สัมพรรคภาพของแอนติบอดีตอโปรตีน เอ จะลดลง   มีผลทําใหแอนติบอดีถูกชะออกจาก
คอลัมนโปรตีน เอ จึงสามารถแยกแอนติบอดีออกจากองคประกอบอื่นๆของอาหารเลี้ยงเซลลได  
จากการทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหบริสุทธิ์โดยผานคอลัมนโปรตีน เอ วัดคาการดูกลืนแสงที่ 
280 นาโนเมตร แสดงดังรูปที่ 4.9 และนําแตละสวนไปตรวจหาแอนติบอดีโดยวิธี indirect ELISA 
ซ่ึงเคลือบ 96 หลุมดวย CPAOZ-OVA ความเขมขน 0.375 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ไดผลดังรูปที่ 
4.10 พบวาเมื่อนําสวนที่ชะดวย pH 9 มาทดสอบโดยวิธี indirect ELISA ปรากฎวาใหผลเปนลบ
แสดงวาแอนติบอดีไมถูกชะออกมาและเมื่อนําสวนที่ชะดวย pH 3.5 มาทดสอบ ELISA ปรากฎวา
ใหผลเปนบวกแสดงวาแอนติบอดีถูกชะออกมาจากคลอลัมนซ่ึงใหผลสอดคลองกับการวัดการดูด
กลืนแสงที่ความยาวคลืน 280 นาโนเมตร  ดังนั้นจึงสรุปไดวาสามารถแยกแอนติบอดีออกจากองค
ประกอบอื่นๆของอาหารเลี้ยงเซลลได 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.9 สเปกตรัมคาการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผาน

คอลัมนโปรตีน เอ 

Phosphate pH 9.0, 
4.0M NaCl 

Load culture 
media, phosphate 
pH 9.0, 4.0M 

Phosphate pH 9.0, 
4.0M NaCl 

Phosphate 
citrate buffer 
pH 3.5 
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รูปที่ 4.10 สเปกตรัมคาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผาน 
    คอลัมนโปรตีน เอ  
 

4.6.3  การหาปริมาณแอนติบอดีโดยการวัดคาดูดกลืนแสง 
 จากรูปที่ 4.17 และ 4.18 ทําการเก็บแอนติบอดีที่ชะตั้งแตหลอดที่ 156-170 นํามาหา
ความเขมขนของแอนติบอดีโดยวัดคาดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร ไดแอนติบอดีเทากับ 1.79 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร คิดเปนแอนติบอดีทั้งหมด 44.82 มิลลิกรัม และ มีโปรตีนเทากับ 1.98 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร คิดเปนโปรตีนทั้งหมด 49.45 มิลลิกรัม คํานวณเปนความบริสุทธิ์ได 90.64 
เปอรเซ็นตของโปรตีนทั้งหมด นําแอนตบิอดีบริสุทธิ์และทราบความเขมขนมาสรางกราฟมาตรฐาน 
โดยวิธี indirect ELISA โดยเคลือบหลุม 96 หลุมดวย CPAOZ-OVA ความเขมขน 0.375 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (รูปผนวกที่ ข.2) เพื่อหาปริมาณแอนติบอดีในอาหารเลี้ยงเซลลกอนนํามา
ทําใหบริสุทธิ์ 
        จากกราฟมาตรฐานแอนติบอดีบริสุทธิ์ (ภาคผนวกที่ ข.2) สามารถหาปริมาณ
แอนติบอดีในอาหารเลี้ยงเซลล ไดปริมาณแอนติบอดีเทากับ 1.54 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร คิดเปน
แอนติบอดีทั้งหมด 153.57 มิลลิกรัม และคํานวณโปรตีนไดเทากับ 16.36 มิลลิกรัมตอ/มิลลิลิตร คิด
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เปนโปรตีนทั้งหมด 1,635.63 มิลลิกรัม คํานวณคาความบริสุทธิ์ของแอนติบอดีในอาหารเลี้ยงเซลล
ไดเทากับ 9.38 เปอรเซ็นตของโปรตีนทั้งหมด 
 4.6.4 การหาความบริสุทธิ์ของแอนติบอดีหลังจากทําใหบริสุทธิ์โดยวิธี SDS-PAGE 
  จากการนําสารละลายตัวอยางมาวิเคราะหแถบโปรตีนโดยวิธีพอลิอะคริละไมด 
เจล อิเล็กโทรฟอเรซีส แบบเอสดีเอส (รูปที่ 4.11) พบวาแอนติบอดีที่ผานคอลัมนโปรตีน เอ มีความ
บริสุทธิ์ เมื่อเปรียบเทียบกับอาหารเลี้ยงเซลล CPAOZ#12 ที่ไมผานคอลัมน เอ และหาน้ําหนัก
โมเลกุลไดจากกราฟมาตรฐาน ( รูปผนวกที่ ข.3) ไดเทากับ 59,000 และ 28,000 ดาลตัน 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.11 ลักษณะของแถบโปรตีนในสารละลายตัวอยางโดยวิธีพอลิอะคริละไมด เจล อิ
เล็กโทรฟอเรซีส แบบเอสดีเอส โดยที่ 

1 ซีรัม ( Fetal calf serum, FCS) 
2 อาหารเลี้ยงเซลลที่มี 10 เปอรเซ็นตของซีรัม 
3 อาหารเลี้ยงเซลลมัยอีโลมา NSI ที่มี 10 เปอรเซ็นตของซีรัม 
4 อาหารเลี้ยงเซลลโมโนโคลน CPAOZ#12 
5 อาหารเลี้ยงเซลลโมโนโคลน CPAOZ#12 ที่ผานคอลัมนโปรตีน เอ 
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4.7  การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังทําใหบริสุทธ์ิ 
 นําโมโนโคนอลแอนติบอดี CPAOZ#12 ที่ทําใหบริสุทธิ์แลวขางตน มาหาความไวตอสาร 
CPAOZ, NPAOZ, AOZ และ ฟูราโซลิโดน โดยวิธี indirect competitive ELISA โดยเคลือบหลุม 96 
หลุมดวย CPAOZ-OVA ความเขมขน 0.375 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (รูปที่ 4.12-4.15) ใหคา IC50 
เทากับ 17.72, 1,042, 8,471 และ 0.40 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ และคาขีดความสามารถใน
การตรวจ (LOD) เทากับ 1.40, 11.32, 332.00 และ 0.03 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.12 การทดสอบความไวของโมโคลนอลแอนติบอดีโคลน CPAOZ#12 ที่ทําใหบริสุทธิ์แลว

ตอสาร CPAOZ โดยวิธี indirect competitive ELISA ซ่ึงเคลือบหลุม 96 หลุมดวย 
CPAOZ-OVA ความเขมขน 0.375 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
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รูปที่ 4.13 การทดสอบความไวของโมโคลนอลแอนติบอดีโคลน CPAOZ#12 ที่ทําใหบริสุทธิ์แลว
ตอสาร NPAOZ โดยวิธี indirect competitive ELISA ซ่ึงเคลือบหลุม 96 หลุมดวย 
CPAOZ-OVA ความเขมขน 0.375 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.14 การทดสอบความไวของโมโคลนอลแอนติบอดีโคลน CPAOZ#12 ที่ทําใหบริสุทธิ์แลว
ตอสาร AOZ โดยวิธี indirect competitive ELISA ซ่ึงเคลือบหลุม 96 หลุมดวย CPAOZ-
OVA ความเขมขน 0.375 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.15  การทดสอบความไวของโมโคลนอลแอนติบอดีโคลน CPAOZ#12 ที่ทําใหบริสุทธิ์แลว

ตอสาร furazolidoneโดยวิธี indirect competitive ELISA ซ่ึงเคลือบหลุม 96 หลุมดวย 
CPAOZ-OVA ความเขมขน 0.375 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
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จากคา LOD ตอสาร CPAOZ NPAOZ และ AOZ ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
CPAOZ#12 พบวาคาที่ไดสูงเกินกวาคา MRPL (1 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) ตามที่สหภาพยุโรป
กําหนด ดังนั้น จึงไดทําการหาภาวะที่เหมาะสมของแอนติบอดีกับแอนติเจน โดยใช CPAOZ-OVA 
และ AOZ-glu-ed-BSA เคลือบหลุม 96 หลุม ความเขมขน 0.094 – 3.000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
ทําปฏิกิริยากับโมโนโคลนอลแอนติบอดี CPAOZ#12 ความเขมขน 0.016-2.00 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร (ตารางที่ 4.19) ผลที่ไดคือ เมื่อเคลือบหลุมดวย CPAOZ-OVA ความเขมขน 1.500, 0.375 
และ 0.094 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และใชแอนติบอดี 0.063, 0.125 และ 0.500 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร ตามลําดับ และเมื่อเคลือบหลุมดวย AOZ-glu-ed-BSA 3.00, 1.500 และ 0.750 ไมโครกรัม
ตอมิลลิลิตร และใชแอนติบอดี 0.250, 1.00 และ 2.00 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ ใหคาการ
ดูดกลืนแสงประมาณ 1.000 ดังนั้น จึงทําการเลือกความเขมขนของแอนติเจนและแอนติบอดีดัง
กลาวมาทดสอบกับสาร CPAOZ โดยวิธี indirect competitive ELISA 
 
ตารางที่ 4.19  ความเขมขนของแอนติเจนและแอนติบอดีที่เหมาะสมในการทดสอบโดยวิธี indirect 

competitive ELISA 

คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร 

เคลือบหลุมดวย CPAOZ-OVA 
(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

เคลือบหลุมดวย AOZ-glu-ed-BSA 
(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

แอนติบอดี 
CPAOZ#12 
บริสุทธิ์ 

(ไมโครกรัม
ตอ

มิลลิลิตร) 
1.500 0.750 0.375 0.188 0.094 3.000 1.500 0.750 0.375 0.188 

2.000 2.726 2.726 2.377 1.876 1.190 1.669 1.087 0.705 0.375 0.206 
1.000 2.648 2.707 2.256 1.691 1.051 1.405 0.971 0.583 0.302 0.163 
0.500 2.466 2.394 1.879 1.376 0.804 1.308 0.834 0.503 0.256 0.137 
0.250 2.097 1.903 1.336 0.889 0.500 1.103 0.653 0.384 0.143 0.112 
0.125 1.364 1.202 0.813 0.486 0.256 0.680 0.361 0.263 0.104 0.083 
0.063 0.907 0.771 0.498 0.297 0.164 0.430 0.274 0.171 0.068 0.059 
0.031 0.366 0.311 0.202 0.129 0.084 0.241 0.156 0.104 0.054 0.049 
0.016 0.211 0.180 0.117 0.090 0.058 0.163 0.105 0.079 0.035 0.042 

ตัวควบคุม
ลบ 0.044 0.045 0.037 0.036 0.038 0.033 0.034 0.036 0.036 0.036 

หมายเหตุ ตัวควบคุมลบ คือ สารละลายบัฟเฟอร 
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จากการทดสอบเคลือบหลุมดวย CPAOZ-OVA ที่ความเขมขน 1.500, .0375 และ 0.094 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และทําปฏิกิริยากับแอนติบอดี 0.063, 0.125 และ 0.500 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร ตามลําดับ จับกับสาร CPAOZ ในรูปอิสระ โดยวิธี indirect competitive ELISA (รูปที่ 
4.16) พบวาความเขมขนที่เหมาะสมสําหรับในการทํา  indirect competitive ELISA คือ CPAOZ-
OVA ความเขมขน 0.094 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ แอนติบอดี 0.50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
เนื่องจากใหคา IC50 นอยที่สุด และการเคลือบหลุมดวย AOZ-glu-ed-BSA (รูปที่ 4.17) ความเขมขน
ที่เหมาะสมในการทํา  indirect competitive ELISA คือ AOZ-glu-ed-BSA ความเขมขน 3 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ แอนติบอดี 0.250 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.16 การทดสอบความไวของโมโคลนอลแอนติบอดีโคลน CPAOZ#12 บริสุทธิ์ความเขมขน 

0.063, 0.125 และ 0.500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตอสาร CPAOZ โดยวิธี indirect 
competitive ELISA ซ่ึงเคลือบหลุม 96 หลุมดวย CPAOZ-OVA ความเขมขน 1.500, 
0.375 และ 0.094 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ 
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รูปที่ 4.17 การทดสอบความไวของโมโคลนอลแอนติบอดีโคลน CPAOZ#12 บริสุทธิ์ความเขมขน 

0.25, 1.00 และ 2.00 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตอสาร CPAOZ โดยวิธี indirect 
competitive ELISA ซ่ึงเคลือบหลุม 96 หลุมดวย AOZ-glu-ed-BSA ความเขมขน 3.00, 
1.50 และ 0.75 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ 

 
 เมื่อทําการเคลือบหลุมดวย CPAOZ-OVA ความเขมขน 0.094 ไมโครกรัมตอมิลิลิตร ใช
แอนติบอดี 0.500 ไมโครกรัมตอมิลิลิตร ทําปฏิกิริยากับสาร CPAOZ, NPAOZ, AOZ และฟูราโซลิ
โดน โดยวิธี competitive ELISA (รูปที่ 4.18-4.21) ไดคา IC50 เทากับ 5.95, 372.10, 1,661 และ 
0.024 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ และเมื่อทําการเคลือบหลุมดวย AOZ-glu-ed-BSA ความ
เขมขน 3.00 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ใชแอนติบอดีความเขมขน 0.25  ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  ทํา
ปฏิกิริยากับสาร CPAOZ, NPAOZ, AOZ และฟูราโซลิโดน โดยวิธี competitive ELISA (รูปที่ 4.22-
4.25 ) ไดคา IC50 เทากับ 13.01, 517.40, 7360 และ 0.025 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ 
 จากตาราง 4.20 จะเห็นไดวาเมื่อนําแอนติบอดีมาทําใหบริสุทธิ์ และ หาภาวะที่เหมาะสม
ระหวางแอนติเจนกับแอนติบอดีมาทดสอบหาคา IC50 ของสารตางๆ ซ่ึงเคลือบหลุมดวย CPAOZ-
OVA ผลปรากฎวาคา IC50 ของสารตางๆ มีคาลดลงตามลําดับ จึงสรุปไดวาแอนติบอดียังมีศักยภาพ
เพียงพอที่จะพัฒนาความไวในการตรวจหาสาร CPAOZ, NPAOZ, AOZ และฟูราโซลิโดนโดยวิธี 
indiect competitive ELISAได สําหรับการเคลือบหลุมดวย AOZ-glu-ed-BSA พบวาเมื่อนํา
แอนติบอดีที่ทําใหบริสุทธิ์โดยผานคอลัมนโปรตีน เอ และหาภาวะที่เหมาะสมมาทดสอบคา IC50 
ของสารตางๆ ใหคา IC50 ของสารตางๆมีคาสูงกวาใช CPAOZ-OVA ในการเคลือบหลุม ยกเวน
สารฟูราโซลิโดนซึ่งใหคาใกลเคียงกับใช CPAOZ-OVA เคลือบหลุม อีกทั้งการใช AOZ-glu-ed-
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BSA ในการเคลือบหลุมสามารถทําปฏิกิริยากับสาร AOZ ในรูปอิสระไดโดยวิธี competitive 
indirect ELISA ซ่ึงใหผลตรงกันขามกับเมื่อใชแอนติบอดีที่อยูในอาหารเลี้ยงเซลลซ่ึงไมสามารถจับ
กับสาร AOZ ได  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.18 การทดสอบความไวของโมโคลนอลแอนติบอดีโคลน CPAOZ#12 บริสุทธิ์ความเขมขน 

0.500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตอสาร CPAOZ โดยวิธี indirect competitive ELISA ซ่ึง
เคลือบหลุม 96 หลุมดวย CPAOZ-OVA  0.094 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.19 การทดสอบความไวของโมโคลนอลแอนติบอดีโคลน CPAOZ#12 บริสุทธิ์ความเขมขน 

0.500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตอสาร NPAOZ โดยวิธี indirect competitive ELISA ซ่ึง
เคลือบหลุม 96 หลุมดวย CPAOZ-OVA  0.094 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
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รูปที่ 4.20 การทดสอบความไวของโมโคลนอลแอนติบอดีโคลน CPAOZ#12 บริสุทธิ์ความเขมขน 

0.500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตอสาร AOZ โดยวิธี indirect competitive ELISA ซ่ึง
เคลือบหลุม 96 หลุมดวย CPAOZ-OVA  0.094 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.21 การทดสอบความไวของโมโคลนอลแอนติบอดีโคลน CPAOZ#12 บริสุทธิ์ความเขมขน 

0.500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตอสารฟูราโซลิโดนโดยวิธี indirect competitive ELISA 
ซ่ึงเคลือบหลุม 96 หลุมดวย CPAOZ-OVA  0.094 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
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รูปที่ 4.22 การทดสอบความไวของโมโคลนอลแอนติบอดีโคลน CPAOZ#12 บริสุทธิ์ความเขมขน 

0.25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตอสาร CPAOZ โดยวิธี indirect competitive ELISA ซ่ึง
เคลือบหลุม 96 หลุมดวย AOZ-glu-ed-BSA ความเขมขน 3.00 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.23 การทดสอบความไวของโมโคลนอลแอนติบอดีโคลน CPAOZ#12 บริสุทธิ์ความเขมขน 

0.25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตอสาร NPAOZ โดยวิธี indirect competitive ELISA ซ่ึง
เคลือบหลุม 96 หลุมดวย AOZ-glu-ed-BSA ความเขมขน 3.00 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
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รูปที่ 4.24 การทดสอบความไวของโมโคลนอลแอนติบอดีโคลน CPAOZ#12 บริสุทธิ์ความเขมขน 

0.25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตอสาร AOZ โดยวิธี indirect competitive ELISA ซ่ึงเคลือบ
หลุม 96 หลุมดวย AOZ-glu-ed-BSA ความเขมขน 3.00 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 
 

 
  
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.25 การทดสอบความไวของโมโคลนอลแอนติบอดีโคลน CPAOZ#12 บริสุทธิ์ความเขมขน 

0.25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตอสารฟูราโซลิโดนโดยวิธี indirect competitive ELISA ซ่ึง
เคลือบหลุม 96 หลุมดวย AOZ-glu-ed-BSA ความเขมขน 3.00 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
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ตารางที่ 4.20 สรุปคา IC50 และคา LOD ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี CPAOZ#12 ตอสาร 

CPAOZ, NPAOZ, AOZ และ ฟูราโซลิโดน โดยวิธี indirect competitive ELISA 
 

เคลือบหลุมดวย CPAOZ-OVA เคลือบหลุมดวย 
AOZ-glu-ed-BSA 

อาหารเลี้ยงเซลล 1 แอนติบอดีบริสุทธิ์ 1 แอนติบอดีบริสุทธิ์ 2 แอนติบอดีบริสุทธิ์ 3 
IC50 LOD IC50 LOD IC50 LOD IC50 LOD 

สาร 

(นาโนกรัมตอ
มิลลิลิตร) 

(นาโนกรัมตอ
มิลลิลิตร) 

(นาโนกรัมตอ
มิลลิลิตร) 

(นาโนกรัมตอ
มิลลิลิตร) 

CPAOZ 75.53 9.62 17.72 1.40 5.92 0.23 13.01 2.79 
NPAOZ 1000 55.46 1149 73.11 365.70 41.59 517.40 35.56 

AOZ 15000 500 8000 332 1661 224.3 7360 722.0 
FZD 2.91 0.25 0.4 0.025 0.024 0.008 0.025 0.006 

หมายเหตุ  1 เคลือบหลุมดวย CPAOZ-OVA ความเขมขน 0.375 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
 2 เคลือบหลุมดวย CPAOZ-OVA ความเขมขน 0.094 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
 3 เคลือบหลุมดวย AOZ-glu-ed-BSA ความเขมขน 3.0 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
          
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



บทที่  5 
 

สรุปผลการทดลอง 
 

ในการสังเคราะหสาร CPAOZ นั้นเมื่อหาน้ําหนักโมเลกุลโดยวิธี MALDI-TOF/MS ไดเทา
กับ 267.95 ซ่ึงใกลเคียงกับน้ําหนักโมเลกุลที่คํานวณจากสูตรโครงสรางทางเคมีคือ 234.25 และเมื่อ
ทดสอบโดยวิธี TLC ใหคา Rf เทากับ 0.03 ซ่ึงเทากับที่มีรายงานโดย Copper และคณะ (2004) การ
เชื่อมสาร CPAOZ และ AOZ เขากับโปรตีนพาหะโดยใชสารในการเชื่อมติด 3 ชนิด ไดแก EDC, 
NHS หรือ  กลูทารัลดีไฮด (glutaraldehyde) เมื่อทดสอบการเชื่อมติดโดยวิธี TNBS และ MALDI-
TOF/MS พบวา CPAOZ และ AOZ เชื่อมติดกับโปรตีนพาหะไดทั้งสามวิธี  

จากการฉีดกระตุนหนูทดลองพบวา  CPAOZ-ed-BSA, AOZ-glu-ed-BSA และ AOZ-BSA 
(ใช EDC เปนสารในการเชื่อมติด) สามารถใชกระตุนหนูใหสรางแอนติบอดีตอสาร CPAOZ, 
NPAOZ  และ AOZ ได แตแอนติบอดีที่ไดจากการกระตุนดวย AOZ-glu-ed-BSA และ AOZ-BSA
ไมสามารถจับกับสาร CPAOZ และ AOZ  ในรูปอิสระได เมื่อนําโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจาก
การฉีดกระตุนหนูทดลองดวย CPAOZ-ed-BSA มาทําใหบริสุทธิ์และทดสอบกับ AOZ-glu-ed-BSA 
ที่ใชเคลือบหลุม 96 หลุม พบวาแอนติบอดีสามารถจับกับสาร CPAOZ, NPOAZ และ AOZ ในรูป
อิสระได แสดงวาในการเชื่อม AOZ ติดกับ ed-BSA โดยวิธีกลูทารัลดีไฮดมีสาร AOZ ติดอยูกับ
โปรตีนพาหะ และเมื่อนําโคลนที่ไดจากการฉีดกระตุนดวย AOZ-BSA (ใช EDC เปนสารเชื่อมติด) 
มาทดสอบกับสารอิสระโดยใช AOZ-BSA เคลือบหลุม 96 หลุมผลที่ไดคือแอนติบอดีสามารถจับ
กับสารในรูปอิสระได  

ในการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 5 ซ่ึงฉีดกระตุนหนูทดลองดวย CPAOZ-ed-BSA แลวนํา
เซลลมามของหนูมาหลอมรวมกับเซลลมัยอีโลมา ผลที่ไดคือไดโมโนโคลนอล จํานวน 12 โคลน 
คือ โมโนโคลน รหัส CPAOZ#1  ถึง CPAOZ#12 

การศึกษาสมบัติเบื้องตนของโมโนโคลนอลแอนติบอดี โดยตรวจหาไอโซไทปของโมโน
โคลนอลแอนติบอดีพบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดทั้งหมดเปนไอโซไทป IgG1  มีคา  IC50 
ตอสาร CPAOZ อยูในชวง 0.024-1.345 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และเมื่อทดสอบปฏิกิริยาขามกับ
สารในกลุมไนโตรฟูแรนและสารปฏิชีวนะอื่นๆ พบวา ทั้ง 12 โคลนไมทําปฏิกิริยาขามกับสารทั้ง
ในกลุมของไนโตรฟูแรนและสารปฏิชีวนะตางๆที่ทดสอบ โดยที่โคลน CPAOZ#7 ถึง CPAOZ#12 
สามารถจับกับสาร CPAOZ, NPAOZ, AOZ และฟูราโซลิโดนในรูปอิสระได สวนโคลน 
CPAOZ#1 ถึง CPAOZ#6 สามารถจับกับสาร CPAOZ, NPAOZ และฟูราโซลิโดนในรูปอิสระได 
จึงทําการคัดเลือก 4 โคลน คือ CPAOZ#1, CPAOZ#4, CPAOZ#7 และ CPAOZ#12 มาทดสอบกับ
สาร CPAOZ พบวาโคลน CPAOZ#12 มีความไวสูงที่สุด อีกทั้งยังสามารถจับกับสาร AOZ ได ดัง
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นั้น จึงไดทําการเลือกโคลน CPAOZ#12 มาศึกษาสมบัติเบื้องตน โดยใหคา IC50 ของสาร CPAOZ, 
NPAOZ, AOZ และฟูราโซลิโดน เทากับ 5.92, 365.70, 1661 และ 0.024 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตาม
ลําดับ และคา LOD เทากับ 0.23, 41.59, 224.3 และ 0.008 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ และ
จากการทดสอบเคลือบหลุม 96 หลุมดวยโปรตีนพาหะ BSA และ OVA  นําสาร AOZ ใสในหลุม
แลวทําการลางออก แลวนําโมโนโคลนอลแอนติบอดี CPAOZ#12 มาทดสอบโดยวิธี indirect 
ELISA พบวาใหผลเปนบวกแสดงวาสาร AOZ เกิดการจับกันระหวางสารกับโปรตีนที่เคลือบบน
หลุม 96 หลุมแบบไมจําเพาะ แตถึงอยางไรโมโนโคลนอลแอนติบอดีก็ยังคงมีความสามารถในการ
จับกับสาร AOZ ในรูปอิสระไดแตคา IC50 ที่ไดมีคาสูงอาจเนื่องมาจากเหตุผลดังกลาว  
 การทําแอนติบอดีใหบริสุทธิ์โดยผานคอลัมนโปรตีน เอ พบวาแอนติบอดีมีความบริสุทธิ์
คิดเปน 90.64 เปอรเซ็นต และเมื่อทดสอบดวยวิธี SDS-PAGE ไดแถบที่มีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 
59,000 และ 28,000 ดาลตัน 

จากการหาสภาวะที่เหมาะสมของแอนติบอดีและแอนติเจนที่เคลือบบนหลุม 96 หลุมโดย
ทดสอบการจับกับสารในรูปอิสระโดยวิธี indirect competitive ELISA พบวาคา IC50 ของสาร 
CPAOZ, NPAOZ, AOZ และฟูราโซลิโดนที่ไดมีคาลดลงจาก 17.72, 1149, 8000 และ 0.4 นาโน
กรัมตอมิลลิลิตร เปน 5.92, 365.70, 1161 และ 0.024 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ แสดงวา
ระบบการตรวจหาโดยใชแอนติบอดีมีความไวสูงขึ้น ดังนั้น จึงมีความนาจะเปนที่จะสามารถนํามา
พัฒนาใหเปนระบบวิเคราะหที่มีความไวสูงขึ้นไดอีก 
 โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจากการวิจัยในครั้งนี้ สามารถนําไปพัฒนาเปนชุดตรวจที่
อาศัยหลักการ ELISA แบบ direct ELISA และ competitive ELISA ได และโมโนโคลนอล
แอนติบอดีมีความจําเพาะตอสาร AOZ และไมมีปฏิกิริยาขามกับสารไนโตรฟูแรนตัวอ่ืนๆ และสาร
ปฏิชีวนะอื่นๆ ที่ไดทําการทดสอบ ซ่ึงการตรวจสาร AOZ ซ่ึงเปนเมแทบอไลซของฟูราโซลิโดน
โดยตรงทําใหสะดวกและใชระยะเวลานอยในการตรวจหาสารตกคาง เนื่องจากไมตองทําการ
เปล่ียน AOZ ใหอยูในรูปของอนุพันธ ดังนั้น จึงสามารถนําไปพัฒนาเปนชุดตรวจสําหรับตรวจ 
AOZ ที่ตกคางในอาหารสําหรับบริโภค และสารฟูราโซลิโดนในอาหารสัตวได 
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ขอเสนอแนะ 

จากคา IC50 และคา LOD ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตได พบวา คาที่ไดสูงกวาคา 
MRPL ซ่ึงกําหนดโดยสหภาพยุโรป ดังนั้น ในการนําไปผลิตเปนชุดตรวจสอบโดยวิธี indirect 
competitive ELISA จะตองเพิ่มความไวใหแกระบบการตรวจวิเตราะห โดยอาจใชวิธีเพิ่มสัญญาณ
ของแอนติบอดีโดยใช biotin-strepavidin หรือ เชื่อมสาร AOZ กับเอนไซมเพื่อนํามาพัฒนาชุดตรวจ
สอบโดยวิธี direct competitive ELISA ซ่ึงเปนวิธีที่นิยมใชในการผลิตเปนชุดตรวจสอบทั่วไป และ
หาวิธีปองกันการที่ AOZ ไปจับกับโปรตีนที่ใชเคลือบหลุม 
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ภาคผนวก ก 
 

การหาน้ําหนักโมเลกุลโดยวิธี MALDI-TOF/MS 
 

 
 
 

รูปผนวกที่ ก.1   สเปกตรัมแสดงน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐาน BSA โดยวิธี MALDI- 
 TOF/MS 
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รูปผนวกที่ ก.2   สเปกตรัมแสดงน้ําหนักโมเลกุลของ ed-BSA โดยวิธี MALDI-TOF/MS 
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รูปผนวกที่ ก.3   สเปกตรัมแสดงน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนมาตฐาน OVA โดยวิธี MALDI- 
 TOF/MS 
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รูปผนวกที่ ก.4   สเปกตรัมแสดงน้ําหนักโมเลกุลของ CPAOZ-ed-BSA (ใช EDC เปนในการเชื่อม 

 ติด)โดยวิธี MALDI-TOF/MS 
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รูปผนวกที่ ก.5   สเปกตรัมแสดงน้ําหนักโมเลกุลของ CPAOZ-OVA (ใช EDC เปนสารในการเชื่อม 
  ติด) โดยวิธี MALDI-TOF/MS 
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รูปผนวกที่ ก.6   สเปกตรัมแสดงน้ําหนักโมเลกุลของ AOZ-glu-OVA (ใช gultaraldehyde เปนสาร 
  ในการเชื่อมติด) โดยวิธี MALDI-TOF/MS 
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รูปผนวกที่ ก.7   สเปกตรัมแสดงน้ําหนักโมเลกุลของ AOZ-BSA (ใช EDC/NHS เปนสารในการ 
เชื่อมติด)โดยวิธี MALDI-TOF/MS 
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รูปผนวกที่ ก.8   สเปกตรัมแสดงน้ําหนักโมเลกุลของ AOZ-BSA (ใช EDC เปนสารในการเชื่อมติด)   
 โดยวิธี MALDI-TOF/MS 
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รูปผนวกที่ ก.9   สเปกตรัมแสดงน้ําหนักโมเลกุลของ AOZ-OVA (ใช EDC เปนสารในการเชื่อม 
  ติด) โดยวิธี MALDI-TOF/MS 
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y = 0.0017x
R2 = 0.9994

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

0 100 200 300 400 500
ความเขมขนของโปรตีนมาตรฐาน (BSA) 

(ไมโครกรัมตอมิลิลิตร)

A750

 
ภาคผนวก ข 

 
ตารางผนวกที่ ข.1  คาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร ของสารละลายโปรตีนมาตรฐาน 

(BSA) ความเขมขน 0-500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
คาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร (A750) 

คร้ังที่ 
ความเขมขนโปรตีนมาตรฐาน 

(BSA) 
(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 1 2 

คาเฉลี่ย 

0.00 0.000 0.000 0.000 
31.25 0.057 0.053 0.055 
62.50 0.100 0.097 0.099 
125.00 0.205 0.181 0.193 
250.00 0.418 0.419 0.419 
500.00 0.829 0.845 0.837 

 
  

   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

 
รูปผนวกที่ ข.1  กราฟโปรตีนมาตรฐาน (BSA) โดยวิธี Lowry 
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y = 0.1502x
R2 = 0.9993
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ความเขมขนของโมโนโคนอลแอนติบอดี CPAOZ#12

(นาโนกรัมตอมิลลิลิตร)

A492

ตารางผนวกที่ ข.2  คาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร ของสารละลายโมโนโคลนอล
แอนติบอดี CPAOZ#12 โดยวิธี indirect ELISA 

คาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร (A492) 
คร้ังที่ 

ความเขมขนโมโนโคลนอล
แอนติบอดี CPAOZ#12 
(นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) 1 2 

คาเฉลี่ย คาเฉลี่ยหักตัวควบคุมลบ 

0.00 0.053 0.062 0.058 0.000 
0.13 0.086 0.079 0.083 0.022 
0.27 0.117 0.110 0.114 0.053 
0.54 0.166 0.161 0.164 0.103 
1.08 0.222 0.222 0.222 0.161 
2.16 0.399 0.399 0.399 0.338 
4.31 0.702 0.693 0.698 0.637 
8.63 1.354 1.359 1.357 1.296 
17.25 2.063 2.039 2.051 1.990 
34.50 2.632 2.577 2.605 2.544 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปผนวกที่ ข.2 กราฟมาตรฐานโมโนโคลนอลแอนติบอดี CPAOZ#12 บริสุทธิ์ โดยวิธี indirect 
ELISA ซ่ึงเคลือบดวย  CPAOZ-OVA ความเขมขน 0.375 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
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ตารางผนวกที่ ข.3  คาเคลื่อนที่สัมพัทธ (Rf) ของโปรตีนมาตรฐานตางๆวิเคราะหโดยวิธีโพลิอะคริ 
       ละไมด เจล อิเลกโตรโฟลิซีส แบบเอสดีเอส 
 

น้ําหนักโมเลกุล 
(กิโลดาลตัน) โปรตีนมาตรฐาน แหลงที่มา คาเคลื่อนที่

สัมพัทธ (Rf) 
117 β-galactosidase E. coli 0.20 
85 BSA Bovine plasma 0.33 
49 OVA Chicken egg white 0.55 
34 Carbonic anhydrase Bovine erythrocyte 0.78 
25 β-lactoglobulin Bovine milk 0.96 
19 Lysozyme Chickem egg white 1.00 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปผนวกที่ ข.3 กราฟโปรตีนมาตรฐานที่วิเคราะหโดยวิธีโพลิอะคริละไมด เจล อิเล็กโทรฟอเรซีส 

แบบเอสดีเอส 
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ภาคผนวก ค 

 
การเตรียมสาร 

 
ภาคผนวก ค.1 การเตรียมสารละลายสําหรับทดสอบการเชื่อมติดสารกับโปรตีนโดยวิธี TNBS 
 

1) 0.1 Sodiumbicarbonate buffer pH 8.5 
- Na2CO3   3.18 กรัม 
- NaHCO3   5.86 กรัม 
- น้ํากลั่น   1 ลิตร 
 

2) 10% SDS 
- Sodium dodecyl sulfate(SDS) 10 กรัม 
- น้ํากลั่น   100 มิลลิลิตร 
 

ภาคผนวก ค.2 การเตรียมสารละลายตางๆ สําหรับใชในการทดสอบดวยวิธี ELISA 
 
 1)  0.01 M Phosphate Buffer Saline ความเขมขน 5 เทา pH 7.4 (5X PBS)   

- NaCl  (MW. 58.44)  40.5 กรัม 
- KCl (MW. 74.56)  1 กรัม 
- KH2PO4 (MW. 136.09)  1 กรัม 
- Na2HPO4 (MW.141.96)  5 กรัม 
- น้ํากลั่น   1  ลิตร 
   ผสมใหเขากัน ปรับ pH เทากับ 7.4 เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เวลานํามาใชผสม 
5X PBS 100 มิลลิลิตร กับน้ํากลั่น 400 มิลลิลิตร 
 

2) PBS-0.05% Tween 20 ความเขมขน 5 เทา (5X PBS-T) 
- 5X PBS   1 ลิตร 
- Tween 20   2.5 มิลลิลิตร 
   ผสมใหเขากัน เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เวลานํามาใชผสม 5X PBS 100 
มิลลิลิตร กบัน้ํากลั่น 400 มิลลิลิตร 
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 3) 5% นมพรองมันเนย 
  นมพรองมันเนย ยี่หอ mission  5 กรัม 
  PBS     100 มิลลิลิตร 
  ผสมใหเขากัน (เตรียมใหมกอนใช) 

 
 4) 0.15 M Phosphate Citrate buffer, pH 5.0 
  Na2HPO4 (MW. 141.96)   9.5 กรัม   
  Citric acid monohydrate   7.3 กรัม   

น้ํากลั่น     1 ลิตร 
ผสมใหเขากันใสขวดสีชา เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

 
5) Stock OPD 

O-phenylenediamine HCl  80 มิลลิกรัม 
0.15M Phosphate citrate buffer, pH5.0 1 มิลลิลิตร 
ผสมเขากันใสในหลอดสีชาเก็บไวที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส 
 

6) Substrate OPD 
Stock OPD     75 ไมโครลิตร 
30% H2O2    6 ไมโครลิตร 
0.15 M Phosphate citrate buffer  15 มิลลิลิตร 
ผสมใหเขากัน(เตรียมในขวดสีชา) เตรียมใหมกอนใชทุกครั้ง 
 

7) 2.5 M H2SO4 ( Stopping reagent ) 
96% H2SO4(98.08 mol/l)   133 มิลลิลิตร 
น้ํากลั่น     867 มิลลิลิตร 

 คอยๆ เทกรดลงในน้ํากลั่น ผสมใหเขากัน 
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ภาคผนวก ค.3 การเตรียมอาหารเลี้ยงเซลลชนิดตางๆ 
 

1) Stock  HAT 100X 
 Hypoxanthine 0.1361 กรัม. ละลายดวยน้ํากลั่น  20  มิลลิลิตร 
 Aminopterin 0.0018 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น  20  มิลลิลิตร 
 Thymidine 0.0388 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น  20  มิลลิลิตร 
นําสารละลายแตละสารมาผสมกัน แลวเติมน้ํากลั่นลงไปใหครบ 100 มิลลิลิตร นําไปกรอง
ดวย Millipore ขนาด 0.22 ไมโครเมตร แบงใสขวดๆละ 10 มิลลิลิตร แลวเก็บไวที่อุณหภูม ิ
0 องศาเซลเซียส   

         
2) Stock  HT 100X 

 Hypoxanthine 0.1361 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น  20  มิลลิลิตร 
 Thymidin 0.0388 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น  20  มิลลิลิตร 
นําสารละลายทั้ง 2 สารมาผสมกัน แลวเติมน้ํากลั่นลงไปใหครบ 100 มิลลิลิตร นําไปกรอง
ดวย Millipore ขนาด 0.22 ไมโครเมตร แบงใสขวดๆละ 10 มิลลิลิตร แลวเก็บ ไวที่อุณหภูมิ 
0  องศาเซลเซียส 

 
       3)  อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640    
  RPMI 1640    10.4 กรัม 
  NaHCO3    2 กรัม 
  L-glutamin    0.1 กรัม 
  Glucose     2 กรัม 
  Pyruvic acid    0.11 กรัม 
  น้ํากลั่น     1 ลิตร 

ละลายสารทุกอยางในน้ํากลั่น ผสมใหเขากัน แลวนําไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22 
ไมโครเมตร แบงใสขวดๆละ 100 มิลลิลิตร แลวเก็บไวที่อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส กอนจะ
ใชผสม 20% FCS 
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4)  อาหารเลี้ยงเซลล HAT 
   อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640  1 ลิตร 
   HAT 100X    10 มิลลิลิตร 
 ผสมใหเขากัน แลวนําไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22 ไมโครเมตร แบงใสขวดๆละ 100 
 มิลลิลิตร เก็บไวที่อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส 
 

5) อาหารเลี้ยงเซลล HT 
   อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640  1 ลิตร 
   HT 100X    10 มิลลิลิตร 
 ผสมใหเขากัน แลวนําไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22 ไมโครเมตร แบงใสขวดๆละ 100 
 มิลลิลิตร แลวเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
 
 6) อาหารเลี้ยงเซลลสําหรับเก็บเซลลระยะยาว 
 อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 65 มิลลิลิตร 
 Fetal bovine serum  25 มิลลิลิตร 
 Dimethyl sulfoxide (DMSO) 10 มิลลิลิตร 
 ผสมใหเขากัน แลวนําไปแชที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 
 
 7) การเตรียม 50% PEG  

นํา Polyethylene glycol (PEG) มาอุนใหละลายที่อุณหภูมิประมาณ 50 องศาเซลเซียส  
ปริมาตร 2 มิลลิลิตร มาผสมกับอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ผสมให
เขากัน แลวแบงใสหลอดๆ ละ ประมาณ 1 มิลลิลิตร นําไปเก็บไวที่อุณหภูมิ 4  องศา
เซลเซียส กอนการหลอมรวมเซลลใหนําออกมาอุนไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
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ภาคผนวก ค.4 การเตรียมสารละลายที่ใชวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนโดยวิธี Lowry  
 

1) สารละลายรีเอเจนต เอ (reagent A)  
- 0.1M NaOH 

  NaOH    40 กรัม 
  น้ํากลั่น   500 มิลลิลิตร 
 ช่ัง Na2CO3 5 กรัม ละลายใน 0.1M NaOH 250 มิลลิลิตร คนใหเขากัน 
 

2) สารละลายรีเอเจนต บี (reagent B)  
- 1% trisodium citrate 

 Trisodium citrate(MW.294.10) 1  กรัม 
 น้ํากลั่น    100 มิลลิลิตร 

 ชั่ง CuSO4.5H2O 0.5 กรัมละลายใน 1% trisodium citrate 100 มิลลิลิตร 
 

3) สารละลายรีเอเจนต ซี (reagent C)  
ผสมรีเอเจนต เอ 20 มิลลิลิตร กับ รีเอเจนต บี 0.4 มิลลิลิตร เขาดวยกัน เตรียมใหมทุกครั้ง
เมื่อใช 
 

4) สารละลายรีเอเจนต ดี (reagent D)  
ผสม Folin-Ciocalteu Phenol reagent 1 มิลลิลิตรกับน้ํากลั่น 1 มิลลิลิตร เขาดวยกัน เตรียม
ใหมทุกครั้งเมื่อใช 

 
ภาคผนวก ค.5 การเตรียมสารละลายตางๆ สําหรับใชในการทาํแอนติบอดีใหบริสุทธ์ิ 
 

1) 0.1 M  citrate buffer, pH 3.5 
 0.1M citric acid 
  - Citric acid (MW. 210.14)  41.0  กรัม 
  - น้ํากลั่น   1 ลิตร 
 0.1M Na2HPO4 
  - Na2HPO4 (MW. 358.14) 71.63 กรัม 
  - น้ํากลั่น   1 ลิตร 
ไตเตรทกรดดวยดางจนได pH 3.5  กรองผ าน Millipore ขนาด 0.22 ไมโครเมตร 



 100

 
2) 0.1 M  Phosphate buffer, pH 8.0  

 - Na2HPO4 (MW. 358.14)  30.8 กรัม 
 - NaH2PO4 (MW. 156.01)  2.2 กรัม 
 - น้ํากลั่น    1 กรัม 
กรองผาน Millipore ขนาด 0.22 ไมโครเมตร 
 

3) 1.0 M Tris-HCl buffer, pH 9.0   
- Tris (hydroxymethyl) aminomethane(MW. 121)   60.5  กรัม   
- น้ํากลั่น 500 มิลลิลิตร 

ปรับ pH กรดไฮโดรคลอลิก จนได pH เทากับ 9 นําไปกรองผาน Millipore ขนาด 0.22  
ไมโครเมตร 
 

ภาคผนวก ค.6 การเตรียมสารละลายสําหรับ SDS-PAGE 
 

1) 10% separating gel 
-น้ํากลั่น     3.84 มิลลิลิตร 
-40% Acrylamide gel   2.00 มิลลิลิตร 
-1.5M Tris (pH 8.8)   2.00 มิลลิลิตร 
-10% SDS    0.08 มิลลิลิตร 
-10% Ammoniumpersulfate(APS) 0.08 มิลลิลิตร 
-TEMED    0.0032 มิลลิลิตร 

 
2) 5% stacking gel 

-น้ํากลั่น     1.46  มิลลิลิตร 
-40% Acrylamide gel   0.25 มิลลิลิตร 
-1.0M Tris (pH 6.8)   0.25 มิลลิลิตร 
-10% SDS    0.02 มิลลิลิตร 
-10% Ammoniumpersulfate(APS) 0.02 มิลลิลิตร 
-TEMED    0.002 มิลลิลิตร 
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3) SDS staining dye 
-SDS dye    900 ไมโครลิตร 
-β-mercaptoethanol   100 ไมโครลิตร 

  
4) Running buffer 

-Trisma base    15.1 กรัม 
-Glycine    94 กรัม 
-SDS     5 กรัม 
-น้ํากลั่น     1 ลิตร 

 
5) Staining solution 

-comassie brillant blue R 250  5 กรัม 
-95% ethanol    450 มิลลิลิตร 
-acetic acid    100 มิลลิลิตร 
-น้ํากลั่น     450 มิลลิลิตร 

 
6) Destaininng solution 

-methanol    250 มิลลิลิตร 
-glacial acetic acid   70 มิลลิลิตร 
-น้ํากลั่น     680 มิลลิลิตร 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

นายรัฐพล เฉลิมโรจน เกิดเมื่อวันที่ 20 ตุลาคม พ.ศ. 2523 ที่กรุงเทพมหานคร สําเร็จการ
ศึกษาหลักสูตรวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ใน
ปการศึกษา 2545 และเขาศึกษาตอหลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิตที่จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย เมื่อปการศึกษา 2547  เสนอผลงานวิชาการในงานการประชุมเสนอผลงานวิจัยระดับ
บัณฑิตศึกษาแหงชาติ คร้ังที่ 6 วันที่ 13-14 ตุลาคม 2549 
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