


 
 

PRODUCTION AND CHARACTERIZATION OF MONOCLONAL ANTIBODIES SPECIFIC 
FOR 3-AMINO-5-MORPHOLINOMETHYL-2-OXAZOLIDINONE 

 
 
 
 

 
 
 
 
 

Miss  Umaporn  Pimpitak 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
A Thesis Submitted in Partial Fulfillment of the Requirements 
for the Degree of Master of Science Program in Biotechnology 

Faculty of Science 
 Chulalongkorn University 

Academic Year 2006 
Copyright of Chulalongkorn University 

 









 ฉ 

กิตติกรรมประกาศ 

 

ขอกราบขอบพระคุณ ดร.กิตตินันท โกมลภิส อาจารยท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ ผูชวยศาตรา
จารย ดร. ธนาภัทร  ปาลกะ และ นางทรงจันทร  ภูทอง อาจารยท่ีปรึกษาวิทยานิพนธรวมท่ีไดกรุณา
ใหคําปรึกษา แนะแนวทางการทําวิจัย ตลอดจนใหความเห็นในการปรับปรุงงานวิจัยใหสําเร็จโดย
สมบูรณ 
 ขอกราบขอบพระคุณ รองศาสตราจารย ดร.อมร เพชรสม ประธานกรรมการสอบวิทยา
นิพนธและผูชวยศาสตราจารย ดร.สุพัฒน เจริญพรวัฒนา กรรมการสอบวิทยานิพนธ ท่ีกรุณาให
ความเห็น และ คําแนะนําในการจัดทําวิทยานิพนธ 
 ขอกราบขอบพระคุณ อาจารย และผูบริหารของสถาบันเทคโนโลยีชีวภาพและวิศวกรรม
พันธุศาสตร ทุกทานสําหรับคําแนะนําในการทําวิทยานิพนธ 
 ขอขอบคุณบัณฑิตวิทยาลัย สถาบันเทคโนโลยีชีวภาพและวิศวกรรมพันธุศาสตร ภาควิชา
จุลชีววิทยา และหลักสูตรเทคโนโลยีชีวภาพ ท่ีเอ้ือเฟอสถานท่ี เคร่ืองมือและอุปกรณในการทํางาน
วิจัยทุกช้ิน 
 ขอขอบพระคุณพี่ ๆ นักวิจัยโดยเฉพาะ ดร. นันทิกา คงเจริญพร คุณอณุมาศ บัวเขียว และ
เจาหนาท่ีของสถาบันเทคโนโลยีชีวภาพและวิศวกรรมพันธุศาสตรทุกทาน รวมท้ังเพื่อน และนองๆ 
ในหองปฏิบัติการ สําหรับความชวยเหลือและคําแนะนํา รวมท้ังกําลังใจท่ีมีใหในทุก ๆ เร่ือง ตั้งแต
เร่ิมดําเนินการวิจัยจนเสร็จส้ิน 
 ขอขอบคุณสํานักงานคณะกรรมการวิจัยแหงชาติ บัณฑิตวิทยาลัย จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย
และหลักสูตรเทคโนโลยีชีวภาพ ท่ีใหทุนอุดหนุนการวิจัย 
 สุดทายนี้ ขอกราบขอบพระคุณมารดาบิดาผูใหกําเนิด  ทุกคนในครอบครัวและบุคคลท่ีให
ความรัก ใหความเขาใจ ใหการสนับสนุน และเปนกําลังใจเสมอมา 

 



 สารบัญ 
         

  หนา 
 

บทคัดยอภาษาไทย...........................................................................................................................ง 
บทคัดยอภาษอังกฤษ........................................................................................................................จ 
กิตติกรรมประกาศ............................................................................................................................ฉ 
สารบัญ.............................................................................................................................................ช 
สารบัญตาราง...................................................................................................................................ฌ 
สารบัญรูป.........................................................................................................................................ฏ 
สัญลักษณและคํายอ..........................................................................................................................ฒ 
บทท่ี 
    1 บทนํา...................................................................................................................................1 
 1.1  ความเปนมาและความสําคัญของปญหา.................................................................1 
 1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย.......................................................................................2 
 1.3 ขอบเขตและวิธีดําเนินการวิจัย...............................................................................2 
 1.4 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ....................................................................................3 
   2 เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวของ............................................................................................4 
 2.1   แนวคิดและทฤษฎี…..............................................................................................4 
  2.1.1   สารไนโตรฟูแรน ....................................................................................4 

 2.1.2 วิธีการแยกและตรวจวิเคราะหสารไนโตรฟูแรน…………....................11 
 2.1.3  ทฤษฏีทางภูมิคุมกันวิทยา (Immunoassay)….........................................13 

2.1.4 หลักการ ELISA……….........................................................................21 
 2.2 งานวิจัยท่ีเกี่ยวของ...............................................................................................21 
    3 อุปกรณและวิธีดําเนินการวิจัย...........................................................................................24 
 3.1 เคร่ืองมือ วัสดุและอุปกรณท่ีใชในการวิจัย..........................................................24 
 3.2 สารเคมีท่ีใชในการวิจัย........................................................................................25 
 3.3 การดําเนินงานวิจัย...............................................................................................29 
 3.4 วิธีการวิจัย............................................................................................................30 
  3.4.1  การเตรียมแอนติเจน...............................................................................30 
  3.4.2   การกระตุนภูมิคุมกันของหนูทดลองใหสรางแอนติบอดีตอสาร  
   CPAMOZ...............................................................................................33 



 

 

ซ 

 

                             หนา 
บทท่ี 
  3.4.3   การเตรียมเซลลไฮบริโดมาท่ีผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ AMOZ 
   ................................................................................................................34 
  3.4.4 การศึกษาลักษณะเบ้ืองตนของโมโนโคลนอลแอนติบอดี......................38 
  3.4.5   การทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีบริสุทธ์ิ...............................................40 
  3.4.6   การทดสอบความบริสุทธ์ิของโมโนโคลนอลแอนติบอดี.......................42 
  3.4.7   การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังทําใหบริสุทธ์ิ...43 
    4 ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง...........................................................................44
 4.1 การเตรียมแอนติเจนเพื่อใชในการฉีดกระตุนสัตวทดลอง....................................44 
 4.2 การเตรียมแอนติเจนสําหรับใชในการทํา Screening test  ....................................50 
 4.3 การกระตุนระบบภูมิคุมกันของหนูใหสรางแอนติบอดีตอสาร CPAMOZ...........53           
 4.4 ผลการหลอมรวมเซลลมามกับเซลลไมอีโลมา.....................................................61 
 4.5 การศึกษาลักษณะเบ้ืองตนของโมโนโคลนอลแอนติบอดี....................................67 
              4.6 การทําบริสุทธ์ิโมโนโคลนอลแอนติบอดี.............................................................80 
              4.7 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังทําใหบริสุทธ์ิ.................87 
    5 สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ.................................................................................91
รายการอางอิง..................................................................................................................................94 
ภาคผนวก........................................................................................................................................98 
 ภาคผนวก ก.......................................................................................................................99 
 ภาคผนวก ข.....................................................................................................................122 
ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ.............................................................................................................130 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 



 

 

ฌ 

 

 
สารบัญตาราง 

 
ตารางท่ี                                    หนา 
 

2.1 แสดงโครงสรางทางเคมีของสารในกลุมไนโตรฟูแรนในรูปยาต้ังตนและการ 
  เปล่ืยนรูปของสารไนโตรฟูแรนเม่ือเขาสูรางกายเปนสารเมแทบอไลต...............................6 

   2.2     ขีดจํากัดสารตกคางสูงสุดของสารอนุพันธุไนโตรฟูแรน ณ ประเทศตางๆ..........................9 
   2.3 แสดงการเปรียบเทียบคุณสมบัติระหวางพอลิโคลนอลแอนติบอดีและโมโนโคลนอล
 แอนติบอดี..........................................................................................................................16 
   3.1 เคร่ืองมือและอุปกรณท่ีใชในการวิจัย................................................................................24 
   3.2 สารเคมีท่ีใชในการวิจัย......................................................................................................25 
   4.1   ผลของคาความเขมขนของโปรตีนพาหะ cBSA ท่ีเตรียมได..............................................47 
   4.2   ผลทดสอบการเพ่ิมหมูเอมีนในโมเลกุลของโปรตีน BSA..................................................47 
   4.3   คาความเขมขนโปรตีนของแอนติเจน CPAMOZ-cBSA  สําหรับใชในการฉีดกระตุนหนู
 ทดลอง...............................................................................................................................49 
   4.4   คาเปอรเซ็นตของการเช่ือมติดระหวาง  CPAMOZ  กับโปรตีน cBSA.......................................49 
   4.5     คาความเขมขนของโปรตีนแอนติเจน CPAMOZ-OVA ท่ีเตรียมสําหรับใชในการทํา
 Screening test.....................................................................................................................51 
   4.6   คาเปอรเซ็นตของการเช่ือมติดระหวาง  CPAMOZ  กับโปรตีน OVA.....................................51 
   4.7     สรุปปริมาณโปรตีนของแอนติเจนท่ีเตรียมและอัตราสวนโมเลกุลการติดแฮปเทนกับ 
 โปรตีนของแอนติเจนชนิดตางๆท่ีเตรียมได.......................................................................53 

4.8 ระดับแอนติบอดี (antibody titer) จากซีรัมของหนูทดลองท่ีฉีดกระตุนดวย  
 CPAMOZ-cBSAท่ีระดับความเจือจางของซีรัมท่ีระดับตางๆ.............................................54 
4.9   ผลการทดสอบความสามารถในการจับกับสารแอนติเจนอิสระของซีรัมจากหนูทดลองท่ี
 ไดรับการฉีดกระตุน...........................................................................................................59 

   4.10   การทดสอบแอนติบอดีตอ CPAMOZ ในอาหารเล้ียงเซลลไฮบริโดมาของ               
 การหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 4…...........................................................................................63 
   4.11   การทดสอบแอนติบอดีตอ CPAMOZ ในอาหารเล้ียงเซลลไฮบริโดมาท่ีไดจากการ 
 โคลนเซลลท้ังหมดจํานวน 3 คร้ังของการหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 5…................................65 

4.12 สรุปผลการกระตุนภูมิคุมกันของหนูทดลอง.....................................................................66 
4.13 คาการดูดกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตร จากการตรวจหาไอโซไทปของโมโนโคลนอล        

แอนติบอดี โดยวิธี Indirect ELISA....................................................................................68 



 

 

ญ 

 

ตารางท่ี                                    หนา 
4.14 คาดูดกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตร จากการทดสอบความจําเพาะของโมโนโคลนอล 
 แอนติบอดีตอ CPAMOZ , NPAMOZ , AMOZ และ FTD…............................................70 
4.15 แสดงคาดูดกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตรในการหาความเขมขนของแอนติเจน และ  
 ความเจือจางของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีเหมาะสมในการทดสอบความจําเพาะและ
 ปฏิกิริยาขาม ดวยวิธี indirect ELISA.................................................................................72 

   4.16   คา IC50    LOD  และ  LOQ ในการทดสอบความจําเพาะของโมโคลนอลแอนติบอดีตอ 
 สาร CPAMOZ    NPAMOZ   AMOZ  และ  FTD….........................................................77 
   4.17   คา IC50  และการทําปฏิกิริยาขาม (Cross Reactivity ;   CR ) ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
 ตอสาร CPAMOZ     NPAMOZ    AMOZ   FTD  สารในกลุมและนอกกลุมไนโตรฟูแรน...79 
  4.18   ผลปริมาณโปรตีน  ปริมาณแอนติบอดี  เปอรเซ็นตความบริสุทธ์ิ ของโมโนโคล 
 นอลแอนติบอดี กอนทําใหบริสุทธ์ิ และหลังใหบริสุทธ์ิแลว.............................................85 
 4.19    คา IC50    LOD  และ  LOQ ในการทดสอบความจําเพาะของโมโคลนอลแอนติบอดี............89 
    ก.1   คาดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนท่ี 750 นาโนเมตร ของสารละลายโปรตีนมาตรฐานBSA..99 
    ก.2  คาดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนท่ี 750 นาโนเมตร ของสารละลายโปรตีนมาตรฐาน BSA....100 
     ก.3   คาดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนท่ี 750 นาโนเมตร ของสารละลายโปรตีนมาตรฐาน OVA.....100 
    ก.4   แสดงคาดูดกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตรท่ีไดจากวิธี Indirect ELISA  ของซีรัมหนูทดลอง
 กอนหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 1............................................................................................101 
    ก.5   แสดงคาดูดกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตรท่ีไดจากวิธี Indirect ELISA  ของซีรัมหนูทดลอง 
 กอนหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 2............................................................................................102 
    ก.6   แสดงคาดูดกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตรท่ีไดจากวิธี Indirect ELISA  ของซีรัมหนูทดลอง
 กอนหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 3............................................................................................102 
    ก.7   แสดงคาดูดกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตรท่ีไดจากวิธี Indirect ELISA  ของซีรัมหนูทดลอง
 กอนหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 4............................................................................................103 
    ก.8   แสดงคาดูดกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตรท่ีไดจากวิธี Indirect ELISA  ของซีรัมหนูทดลอง
 กอนหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 5 ไดแสดงในผลการทดลองรูปท่ี 4.8.5.................................103 
    ก.9   คาดูดกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตร ในการทดสอบดวยวิธี competitive indirect ELISA กับ
 สารในกลุมไนโตรฟูแรน  ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน AMOZ#1 (1F2)   
 AMOZ#2 (2E5.1)    AMOZ#3 (2E9)  และ AMOZ#4 (2H6)..........................................110 
 

   
 



 

 

ฎ 

 

ตารางท่ี                                    หนา 
    ก.10   คาดูดกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตร ในการทดสอบดวยวิธี competitive indirect ELISA กับ
 สารในกลุมไนโตรฟูแรน  ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน AMOZ#5 (4F1)   
 AMOZ#6 (4H3)    AMOZ#7 (5A7)  และ AMOZ#8 (5F1).............................................111 
    ก.11   คาดูดกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตร ในการทดสอบดวยวิธี competitive indirect ELISA กับ
 สารในกลุมไนโตรฟูแรน  ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน AMOZ#9 (5G10.2)   
 AMOZ#10 (5G10.3)    AMOZ#11 (5H7)  และ AMOZ#12 (6B3.1)..............................112 
   ก.12   คาดูดกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตร ในการทดสอบดวยวิธี competitive indirect ELISA กับ
 สารในกลุมไนโตรฟูแรน  ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน AMOZ#13 (6B3.2)   
 AMOZ#14 (6B3.3)    AMOZ#15 (6G2)  และ AMOZ#16 (7G4)...................................113 
   ก.13   คาดูดกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตร ในการทดสอบดวยวิธี competitive indirect ELISA กับ
 สารในกลุมไนโตรฟูแรน  ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน AMOZ#17 (7H8)   
 AMOZ#18 (8B1.1)    AMOZ#19 (8B4)  และ AMOZ#20 (8E2) ...................................114 
   ก.14   คาดูดกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตร ในการทดสอบดวยวิธี competitive indirect ELISA กับ
 สารนอกกลุมไนโตรฟูแรน  ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน AMOZ#1 (1F2)   
 AMOZ#2 (2E5.1)    AMOZ#3 (2E9)  และ AMOZ#4 (2H6)..........................................115 
   ก.15   คาดูดกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตร ในการทดสอบดวยวิธี competitive indirect ELISA กับ
 สารนอกกลุมไนโตรฟูแรน  ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน AMOZ#5 (4F1)   
 AMOZ#6 (4H3)    AMOZ#7 (5A7)  และ AMOZ#8 (5F1)............................................116 
   ก.16   คาดูดกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตร ในการทดสอบดวยวิธี competitive indirect ELISA กับ
 สารนอกกลุมไนโตรฟูแรน  ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน AMOZ#9 (5G10.2)   
 AMOZ#10 (5G10.3)    AMOZ#11 (5H7)  และ AMOZ#12 (6B3.1)..............................117 
   ก.17   คาดูดกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตร ในการทดสอบดวยวิธี competitive indirect ELISA กับ
 สารนอกกลุมไนโตรฟูแรน  ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน AMOZ#13 (6B3.2)   
 AMOZ#14 (6B3.3)    AMOZ#15 (6G2)  และ AMOZ#16 (7G4)...................................118 
   ก.18   คาดูดกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตร ในการทดสอบดวยวิธี competitive indirect ELISA กับ
 สารนอกกลุมไนโตรฟูแรน  ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน AMOZ#17 (7H8)   
 AMOZ#18 (8B1.1)    AMOZ#19 (8B4)  และ AMOZ#20 (8E2)....................................119 
   ก.19   แสดงคา Rf กับ น้ําหนักโมเลกุล (kDa) ท่ีไดจากการหาน้ําหนักโมเลกุลของแอนติบอดีดวย
 เทคนิค  SDS-PAGE.......................................................................................................................121   

 
 



 

 

ฏ 

 

สารบัญรูป 
 
รูปท่ี                            หนา 
  2.1  แสดงกลไกในการเกิด bound residues ของฟูราโซลิโดนในสุกร และการปลดปลอย AOZ 
 ในกระเพาะอาหารของคน................................................................................................................7 
  2.2  โครงสรางพื้นฐานของอิมมูโนโกลบูลิน......................................................................................14 
  2.3  ข้ันตอนการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี........................................................................18 
  2.4   เซลลท่ีไดจากการเช่ือม บีเซลล เขากับ มัยอีโลมาและการคัดเลือกเซลลลูกผสม...............20 
  3.1     แสดงการจัดวางแผนเจล  แผน membrane และกระดาษกรอง ในข้ันตอนการถายโอน 
 แถบโปรตีนจากแผนเจลไปยังแผน membrane ดวยเคร่ือง SCAI-DRY TRANSFER CELL   
 ( BIO-RAD ) .....................................................................................................................43 
  4.1  แผนภูมิการเปล่ียนแปลงอนุพันธุของสาร AMOZ เปน CPAMOZ....................................44 
  4.2    แสดงแผนทินเลเยอรโครมาโทกราฟฟท่ีแสดงผลของการเปล่ียนแปลงอนุพันธุของสาร 
 AMOZ เปน CPAMOZ................................................................................................................45 
  4.3 โครมาโทแกรมท่ีไดจากการหาน้ําหนักโมเลกุล ของสาร CPAMOZ ดวยวิธี  
 MALDI-TOF MS .............................................................................................................46 
  4.4   โครมาโทแกรมท่ีไดจากการวิเคราะหดวย MALDI-TOF MS ของโปรตีน BSA และ 
 cBSA..................................................................................................................................48 
4.5 โครมาโทแกรมท่ีไดจากการวิเคราะหดวย MALDI-TOF MS ของแอนติเจน CPAMOZ-cBSA  
 ....................................................................................................................................................................50 

4.6 โครมาโทแกรมท่ีไดจากการวิเคราะหดวย MALDI-TOF MS ของโปรตีน OVA และ
 แอนติเจน CPAMOZ-OVA  ..............................................................................................52 

4.7 ระดับแอนติบอดีของหนูทดลองท้ัง 5 ตัว ท่ีไดรับการฉีดกระตุนดวย CPAMOZ-cBSA........55 
  4.8  ผลการทดสอบระดับแอนติบอดี ดวยวิธี Indirect ELISA ของซีรัมหนูทดลองตัวท่ี 1-5..56 
  4.9  ผลการทดสอบหาความจําเพาะของแอนติบอดีตอ CPAMOZ, NPAMOZ  และ AMOZ   
 ในซีรัมหนูทดลอง.........................................................................................................60 
  4.10   การทดสอบความจําเพาะของโมโคลนอลแอนติบอดีตอ CPAMOZ…..............................73 
  4.11   การทดสอบความจําเพาะของโมโคลนอลแอนติบอดีตอ NPAMOZ…..............................74 
  4.12   การทดสอบความจําเพาะของโมโคลนอลแอนติบอดีตอ AMOZ.......................................74 
  4.13   การทดสอบความจําเพาะของโมโคลนอลแอนติบอดีตอ FTD...........................................75 
  4.14    โครมาโท แกรมการทําแอนติบอดีท่ีไดจากโมโนโคลนอลแอนติบอดี AMOZ#2 ใหบริสุทธ์ิ....81 
 



 

 

ฐ 

 

 
รูปท่ี                            หนา 
   4.15   โครมาโทแกรมการทําโมโนโคลนอลแอนติบอดี AMOZ#18 ใหบริสุทธ์ิโดยการใช 
 โปรตีน เอ ดวยเคร่ืองแยกโปรตีน......................................................................................82 

4.16 โครมาโทแกรมการทําแอนติบอดีท่ีไดจากโมโนโคลนอลแอนติบอดี โคลน AMOZ#18  
 ใหบริสุทธ์ิ..........................................................................................................................83 
4.17   แสดงแถบของสาย Heavy chain และ Light  chain ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี  
 โคลน AMOZ#2  และ AMOZ#18  กอนทําใหบริสุทธ์ิ และหลังจากบริสุทธ์ิ....................86 

   4.18   การทดสอบความจําเพาะของโมโคลนอลแอนติบอดี โคลน AMOZ#2 ท่ีบริสุทธ์ิแลว ตอ  
 สาร AMOZ…....................................................................................................................87 
   4.19   การทดสอบความจําเพาะของโมโคลนอลแอนติบอดี โคลน AMOZ#2 และ  AMOZ#18  
 ท่ีบริสุทธ์ิแลว ตอสาร CPAMOZ…...................................................................................88 
   4.20   การทดสอบความจําเพาะของโมโคลนอลแอนติบอดี โคลน AMOZ#2 และ  AMOZ#18  
 ท่ีบริสุทธ์ิแลว ตอสาร NPAMOZ…...................................................................................88 
    4.21   การทดสอบความจําเพาะของโมโคลนอลแอนติบอดี โคลน AMOZ#2 และ  AMOZ#18  
 ท่ีบริสุทธ์ิแลว ตอสาร FTD................................................................................................88 
   ก.1   กราฟโปรตีน BSA  มาตรฐาน............................................................................................99 
   ก.2   กราฟโปรตีน BSA  มาตรฐาน..........................................................................................100 
   ก.3   กราฟโปรตีน OVA  มาตรฐาน.........................................................................................101 
   ก.4   กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี AMOZ#2 ตอ CPAMOZ ดวย  โปรแกรม  

Graphpad Prism 4.03.......................................................................................................104 
   ก.5   กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอด ีAMOZ#4 ตอ CPAMOZ ดวย  โปรแกรม  

Graphpad Prism 4.03.......................................................................................................104 
   ก.6   กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี AMOZ#5 ตอ CPAMOZ ดวย  โปรแกรม  

Graphpad Prism 4.03.......................................................................................................104 
   ก.7  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี AMOZ#17 ตอ CPAMOZ ดวย  โปรแกรม  

Graphpad Prism 4.03.......................................................................................................105 
   ก.8   กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี AMOZ#18 ตอ CPAMOZ ดวย  โปรแกรม  

Graphpad Prism 4.03.......................................................................................................105 
   ก.9   กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี AMOZ#2 ตอ NPAMOZ ดวย  โปรแกรม  

Graphpad Prism 4.03.......................................................................................................105 
 



 

 

ฑ

 

 
รูปท่ี                            หนา 
   ก.10   กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี AMOZ#4 ตอ NPAMOZ ดวยโปรแกรม  

Graphpad Prism 4.03.......................................................................................................106 
   ก.11   กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี AMOZ#5 ตอ NPAMOZ ดวยโปรแกรม  

Graphpad Prism 4.03.......................................................................................................106 
   ก.12   กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี AMOZ#17 ตอ NPAMOZ ดวยโปรแกรม  

Graphpad Prism 4.03.......................................................................................................106 
   ก.13   กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี AMOZ#18 ตอ NPAMOZ ดวยโปรแกรม  

Graphpad Prism 4.03.......................................................................................................107 
   ก.14   กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี AMOZ#2 ตอ AMOZ ดวย  โปรแกรม 
 Graphpad Prism 4.03.......................................................................................................107 
   ก.15   กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี AMOZ#4 ตอ AMOZ ดวย  โปรแกรม 
 Graphpad Prism 4.03.......................................................................................................107 
   ก.16   กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี AMOZ#2 ตอ FTD ดวย  โปรแกรม 
 Graphpad Prism 4.03.......................................................................................................108 
   ก.17   กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี AMOZ#4 ตอ FTD ดวย  โปรแกรม 
 Graphpad Prism 4.03.......................................................................................................108 
   ก.18   กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี AMOZ#5 ตอ FTD ดวย  โปรแกรม 
 Graphpad Prism 4.03.......................................................................................................108 
  ก.19  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี AMOZ#17 ตอ FTD ดวยโปรแกรม 
 Graphpad Prism 4.03.......................................................................................................109 
  ก.20   กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี AMOZ#18 ตอ FTD ดวยโปรแกรม 
 Graphpad Prism 4.03.......................................................................................................109 
  ก.21   กราฟมาตรฐานในการหาปริมาณโปรตีนของโมโนโคลนอลแอนติบอดีดวยวิธี BCA....120 
  ก.22   กราฟมาตรฐานในการหาปริมาณแอนติบอดีของโมโนโคลนอลแอนติบอดีดวยวิธี  
 ELISA.........................................................................................................................................120 
  ก.23  กราฟแสดงความสัมพันธระหวางคา Rf กับ น้ําหนักโมเลกุล (kDa) ของโปรตีนมาตรฐานท่ีใช

ในการเทียบหาน้ําหนักโมเลกุลของโมโนโคลนอลแอนติบอดี (หลังจากทําใหบริสุทธ์ิ) ดวย
เทคนิค  SDS-PAGE........................................................................................................................121 

 



 

 

ฒ 

 

สัญญลักษณและคํายอ 

  
 AHD    1-Aminohydantoin 
 AMOZ    3-amino-5-morpholinomethyl-2-oxazolidone 
 AOZ    3-amino-2-oxazolidone 
 APS    Ammoniumpersulfat 
 BCA assay   Bicinchoninic acid assay 
 BSA    Bovine Serum Albumin 
 cBSA    cationize Bovine Serum Albumin 
 CAP    Chloramphenicol 
 CBA    3-carboxybenzaldehyde 
 CPAMOZ   3-{[(3-carboxyphenyl)methylene]amino}-5- 
     morpholinomethyl-2-oxazolidone 
 DMSO    Dimethyl sulfoxide 
 EDC    1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide  
     hydrochloride 
 EIA    enzyme immuno assay 
 ELISA    enzyme linked immunosorbent assay 
 FBS    Fetal bovine serum  
 FTD    Furaltadone 
 FZD    Furazolidone 
 HAT     Hypoxanthine, Aminopiter และ Thymidine 
 HPLC    High performance liquid chromatography 
 HRP    Horseradise peroxidase 
 LC-MS    Liquid Chromatography/Mass spectrometry 
 LC-MS-MS   Liquid Chromatography/Mass Spectrometry/Mass  
     Spectrometry  
 LOD    limiting of detection     
 M    molar 
 MALDI-TOF MS  Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-
     flight mass spectrometry     
 MRLs     maximum residue limits  



 

 

ณ

 

 NBA    2-Nitrobenzaldehyde 
 NFT    Nitrofurantoin 
 NFZ    Nitrofurazone 
 NPAHD   1-[(2-Nitro-benzylidene)-amino]-imidazolidin-2,4- 
     dione 
 NPAMOZ   5-Morpholin-4-ylmethyl-3-[(2-nitro-benzylidene)- 
     amino]-oxazolidin-2-one 
 NPAOZ    3-[(2-Nitro-benzylidene)-amino]-oxazolidin-2-one 
 NPSCA    2-Nitro-benzaldehydesemicarbazone 
 OPD     O-phenylenediamine 
 OVA    Ovalbumin  
 PBS    phosphate buffer saline     
 PEG    polyethylene glycol 
 ppb    part per billion 
 ppm    part per million  
 Rf    Relative mobility 
 SCA    Semicarbazide 
 SDS-PAGE   Sodium dodecyl sulphate -Polyacrylamide Gel  
     Electrophoresis 
  v    volume 
 w    weight 
 %    percent  



 

บทที่  1 
 

บทนํา 

1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
 

ปจจุบันไดมีการนําเทคโนโลยีตางๆมาใชในการเล้ียงสัตวเพื่อการบริโภคอยางตอเนื่อง และ ส่ิง
ท่ีนิยมคือ การใชยาปฏิชีวนะ ผสมลงในอาหารสัตว เพื่อปองกันหรือรักษาโรคท่ีเกิดข้ึนในสัตว ยากลุม
หนึ่งท่ีนิยมใชในการปองกัน และ รักษาโรคสัตวท่ีเกิดจากการติดเช้ือแบคทีเรีย เชนเช้ือ Salmonella sp. , 
Escherichia coli , Coccidia คือยาในกลุม ไนโตรฟูแรน ซ่ึงมีอยู 4  ชนิดไดแก ไนโตรฟูราโซน (nitrofurazone, 
NFZ)  ไนโตรฟูแรนโทอิน (nitrofurantoin, NFT) ฟูราโซลิโดน (furazolidone, FZD)  และ ฟูรัลทาโดน 
(furaltadone, FTD) ซ่ึงสารท้ัง 4 ชนิดนี้ มีสมบัติท่ีไมเสถียร  ไวตอแสง และถูกออกซิไดสไดงายเมื่อ
สัมผัสกับอากาศเปนเวลานาน เม่ือเขาสูรางกายจะถูกเปล่ียนเปนสาร เมแทบอไลต ไดแก เซมิคารบาไซด 
(SCAicarbazide; SCA), 1-อะมิโนไฮแดนโทอิน (1-Aminohydantoin; AHD), 3-อะมิโน-2-ออกซาโซ
ลิดิโนน (3-amino-2-oxazolido; AOZ) และ 3-อะมิโน-5-มอรฟอลิโนเมทิล-2-ออกซาโซลิดิโนน (3-
amino-5-morpholinomethyl-2-oxazolidone; AMOZ) ตามลําดับ โดยจะถูกดูดซึมผานเยื่อเมือกของลํา
ไส ของสัตว (Kumar และคณะ, 1994; Keeffe และคณะ, 2004 ) 

สารในกลุมดังกลาวมีรายงานวามีแนวโนมท่ีจะเปนสารกอมะเร็ง และกอใหเกิดการกลายพันธุ
ในสัตวทดลอง ซ่ึงจะถูกเมแทบอไลตเร็วมาก ภายใน 2-3 ชั่วโมง หลังเขาสูรางกายดังนั้นจะไมสามารถ
ตรวจพบได  ซ่ึงสาร เมแทบอไลต ท่ีได จะอยูในรูปท่ี ติดอยูท่ีเนื้อเย่ือ  ซ่ึงจะคงอยูนานหลายสัปดาห ใน
การใชยาและสารเหลานี้จะใชโดยการผสมรวมกับอาหารสัตวในปริมาณนอย แตใหสัตวกินติดตอกัน
เปนเวลานาน ซ่ึงมีผลทําใหเกิดการสะสมของยาและสารเคมีในอวัยวะตางๆของรางกายสัตว เชน ในนม 
เนื้อ หรือ ไข  เกิดการตกคางในเนื้อสัตวและผลิตภัณฑสัตวทําใหเกิดการดื้อยาของเชื้อ ซ่ึงจะสงผล
กระทบตอผูบริโภค (Bryan, 1978) จากสาเหตุดังกลาว จึงทําใหหลายประเทศหันมาเนนเร่ืองความปลอด
ภัยของอาหารโดย ไนโตรฟูแรน เปนหนึ่งในยาปฏิชีวนะท่ีมีการส่ังหามไมใหใชกับสัตวเล้ียงเพื่อการ
บริโภคในหลายประเทศโดยเฉพาะประเทศในกลุมสหภาพยุโรป และ สหรัฐอเมริกา จึงไดมีการตรวจ
วิเคราะหหาสารตกคางของยาปฏิชีวนะในเน้ือสัตวและผลิตภัณฑสัตวกอนการสงออกในหองปฏิบัติ
ก า ร โ ด ย วิ ธี ท า ง เค มี ด ว ย เค ร่ื อ ง  High Performance Liquid Chromatography (HPLC), Liquid 
Chromatography-Mass Spectometry-Mass Spectometry (LC-MS-MS) (Leitner, Zöllner and Lindner, 
2001; Keeffe และคณะ, 2004) ซ่ึงเปนเคร่ืองมือท่ีมีราคาแพง มีคาใชจายสูง ใชเวลามาก ทําใหการตรวจ
วิเคราะหตัวอยางทําไดไมครอบคลุมดังนั้นจึงมีความจําเปนท่ีจะตองหาวิธีการตรวจสอบท่ีงาย  สะดวก  
ไดผลเร็วแมนยําและ คาใชจายตํ่า  เพื่อใชในการตรวจสอบยาปฏิชีวนะในอาหารสัตวกอนการนําเขา 
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และ กอนการนําไปใชเล้ียงสัตวเพื่อเปนการปองกันไมใหมีสารตองหามเขามาในระบบการผลิตสัตว ซ่ึง
เปนหลักการข้ันพื้นฐานท่ีตองปฏิบัติเพื่อเปนการปองกันไมใหเกิดปญหาต้ังแตตนดีกวาการไปตรวจใน
ผลผลิตสุดทาย สําหรับชุดตรวจสอบที่ใชปฏิกิริยาทางเคมีมักไมยุงยากซับซอนมาก มีราคาถูก ใชงาย 
และยังสามารถใชบอกระดับหรือปริมาณสารท่ีตองการตรวจวัดไดคอนขางแนนอนแตมีขอจํากัดคือมัก
มีความจําเพาะนอยกวาชุดตรวจสอบท่ีใชหลักการทางภูมิคุมกันวิทยา สําหรับผลิตภัณฑอาหารท่ีจัดได
วาไดมาตรฐานตามประกาศกระทรวงสาธารณสุขจะตองพบปริมาณสาร AMOZ ซ่ึงเปนสารในกระบวน
เมแทบอไลตของ ฟูรัลทาโดน ปนเปอนนอยกวา 0.3 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม (ประกาศสํานักงานคณะ
กรรมการอาหารและยา, 2546) 

เทคนิคการตรวจวิเคราะหสารตกคางโดยใชหลักการภูมิคุมกันวิทยา Enzyme-Linked-
Immunosorbent Assay (ELISA) เปนเทคนิคท่ีใชกันอยางกวางขวางในการตรวจหาสารตกคาง ในสัตว
เล้ียงและผลิตภัณฑจากสัตวเล้ียง โดยอาศัยหลักการตรวจวัดปริมาณ แอนติเจน โดยการใช แอนติบอดี ท่ี
จําเพาะกับแอนติเจน ซ่ึงวิธีนี้เปนวิธีท่ีคาใชจายตํ่า รวดเร็ว และ มีความแมนยําสูง เนื่องจากปจจุบันยัง
ไมมีการรายงานการพัฒนาวิธีการตรวจสาร AMOZ  โดยวิธี ทางภูมิคุมกันวิทยา ดังนั้น จึงควรมีการ
พัฒนาความสามารถในการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี ท่ีมีความจําเพาะตอสาร AMOZ ทําใหการ
ตรวจโดยหลักการภูมิคุมกันวิทยามีความจําเพาะสูงข้ึนและสามารถควบคุมคุณภาพการผลิตไดงายข้ึน
เพื่อนําไปพัฒนาตอในข้ันทําชุดตรวจ (ELISA test kit) ทําใหตนทุนในการตรวจสารนี้ลดลง มีความ
สะดวกในการใชงานไดใกลเคียงกับชุดตรวจที่ใชปฏิกิริยาทางเคม ีท้ังยังสามารถทําใหรูปริมาณของสาร
ในระดับตํ่าท่ีเทคนิคทางเคมีไมสามารถตรวจพบได ดังนั้นเทคนิคนี้จึงไดรับความนิยมสูงข้ึนมากจนทํา
ใหการตรวจโดยใชหลักการภูมิคุมกันวิทยาเปนหนึ่งในวิธีการตรวจหลักในปจจุบัน 
 

1.2  วัตถุประสงคของการวิจัย 
 

1. เตรียมเซลลไฮบริโดมาท่ีสามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอ 3-อะมิโน- 
    5-มอรฟอลิโนเมทิล-2-ออกซาโซลิดิโนน (AMOZ) 
2. ศึกษาลักษณะสมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตได 

 

1.3  ขอบเขตและวิธีดําเนินการวิจัย 
 
 1. คนควาและรวบรวมขอมูลท่ีเกี่ยวของกับงานวิจัย 

2. เปล่ียนแปลงอนุพันธุของสาร 3-อะมิโน-5-มอรฟอลิโนเมทิล-2-ออกซาโซลิดิโนน 
   (AMOZ) และเช่ือมตอกับโปรตีนพาหะ เพื่อใชเปนแอนติเจน 
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3. ฉีดกระตุนระบบภูมิคุมกันของหนูใหสรางแอนติบอดีตอ สาร AMOZ ท่ีเปล่ียนแปลง 
    อนุพันธุเปน 3-{[(3-carboxyphenyl)methylene]amino}-5-morpholinomethyl-2- 

oxazolidone (CPAMOZ) 
4. เตรียมเซลลไฮบริโดมาท่ีมีความสามารถในการสรางแอนติบอดี 
5. คัดเลือกเซลลไฮบริโดมาท่ีสรางโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอ AMOZ โดยวิธี 

ELISA  
 6. ศึกษาลักษณะสมบัติเบ้ืองตนของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีได 

  6.1  การทดสอบไอโซไทป (isotype) ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ AMOZ 
        โดยใชชุดทดสอบไอโซไทป (isotyping kit บริษัท Sigma Aldrich, USA) 

  6.2  การทดสอบความไวและปฏิกิริยาขามกับสารในกลุมไนโตรฟูแรน และสาร 
         นอกกลุมดวยวิธี Indirect competitive  ELISA   

7. การทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหบริสุทธ์ิ  
 
 8. วิเคราะหขอมูล สรุปผลการทดลอง และเขียนวิทยานิพนธ 
  

1.4  ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 
 

ไดเซลลไฮบริโดมาท่ีผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอ AMOZ 
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บทที่  2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

2.1 แนวคิดและทฤษฎี 
 
 แนวคิดและทฤษฎีไดกลาวถึงรายละเอียดเกี่ยวกับ คุณสมบัติเบ้ีองตนของยาปฏิชีวนะไนโตร
ฟูแรน รวมถึงสูตรโครงสรางทางเคมีท่ีสามารถเปล่ียนรูปเปนสารเมแทบอไลต (metabolite) สงผล
ใหเกิดพิษของสารตกคางและกอใหเกิดมะเร็งตอผูบริโภคดังนั้นจึงมีการกําหนดคาเกณฑมาตรฐาน
ของสารตกคาง ท่ีปจจุบันสามารถตรวจติดตามไดภายในหองปฏิบัติการดวยวิธีทางเคมี ซ่ึงตองใช
เคร่ืองมือท่ีมีราคาแพง ทําใหการตรวจติดตามทําไดไมครอบคลุม  ปจจุบันวิธีทางภูมิคุมกันวิทยา
โดยใชหลักการของ ELISA เปนท่ีนิยมใชในการตรวจหาสารตกคางเนื่องจากเปนวิธีท่ีสะดวก และ
รวดเร็ว ดังนั้นจึงเปนอีกทางเลือกหนึ่งท่ีจะนํามาใชในการตรวจติดตามสารตกคางไดเปนอยางดี  ดัง
ไดกลาวถึงในทฤษฏีเบ้ืองตนของการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีเพื่อนํามาพัฒนาตอในการ
ตรวจหาสารตกคางโดยใชหลักการ ELISA ตอไป รายละเอียดท้ังหมดกลาวไดดังนี้ 
 

2.1.1 สารไนโตรฟูแรน  (Nitrofurans) 
 
ประโยชนและการใชงาน 
 สารกลุมไนโตรฟูแรนเปนยาปฏิชีวนะท่ีไดจากการสังเคราะห นิยมใชกันอยางกวางขวางโดย
ใชเปนสารเรงการเจริญเติบโตและเปนยาตานจุลชีพ ออกฤทธไดดีตอเช้ือแบคทีเรียชนิดไมใชอากาศ
ท้ังแกรมบวกและแกรมลบ และออกฤทธ์ิตอเช้ืออมีบา  โปรโทซัว รวมท้ังเช้ือราบางชนิด ซ่ึงนิยมนํามา
ใชในอุตสาหกรรมการเล้ียงสัตวเพ่ือใชในการปองกันรักษาโรคติดเช้ือภายในลําไส กระเพาะอาหาร
และโรคติดเช้ือในระบบทางเดินปสสาวะของสัตวโดยเกิดจาก แบคทีเรีย เชน Salmonella  spp. (โรค 
Salmonellosis)  Escherichia coli  (โรค Colibacilosis)   โรคท่ีเกิดจาก  Coccidia  (โรค Coccidiosis) ขอ
เทาอักเสบจากการติดเช้ือ (infectious synnovitis) โรคหงอนดํา (Blackhead) หรือ Histomoniasis ท่ีพบ
ในสัตว ไดแก สุกร  แพะ  แกะ  โค  กระบือ  เปด  ไก และ กุง เปนตน สําหรับการใชยาในสัตวมีหลาย
วิธี เชน สัตวท่ีมีขนาดใหญใชการ ฉีด สัตวท่ีมีขนาดเล็กท่ีเล้ียงแบบแออัดจะใชยาผสมน้ําหรืออาหาร
ในการปองกันรักษาโรคสัตว (Bryan, 1978) 
   
สูตรโครงสรางทางเคมี ลักษณะและสมบัติของสารในกลุมไนโตรฟูแรน 

 ไนโตรฟูแรนมีรูปรางเปนผลึกสีเหลืองออนถึงเหลืองสมไมมีกล่ิน ละลายนํ้าไดเล็กนอย สลายตัว
ไดงาย เม่ือถูกแสง อนุพันธุของสารกลุมไนโตรฟูแรน ท่ีเปนยาตั้งตน  (parent drugs) มีหลายรอยชนิด แตท่ี
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นิยมใช เชน ฟูรัลทาโดน (Furaltadone, FTD; 5-morpholinomethyl-3-[5-nitrofurfurylideneamino]-2-
oxazolidinone) ฟูราโซลิโดน (Furazolidone, FZD; N-[5-nitro-2-furfurylidene]-3-amino-2-oxazolidone) ไน
โตรฟูราโซน (Nitrofurazone, NFZ; 5-nitro-2-furaldehyde semicarbazone) และ ไนโตรฟูแรนโทอิน 
(Nitrofurantoin, NFT; N-[5-nitro-2-furfurylidene]-1-aminohydantoin) ฯลฯ (ศักดิ์สิทธ์ิ สุสเกตุ, 2545) โครง
สรางทางเคมีของสารดังกลาวแสดงดังตารางท่ี 2.1 
    

 โดยสูตรโครงสรางของสารกลุมนี้ประกอบดวยวงแหวนฟูแรนเกาะดวยกลุมไนโตร เรียก
วา 5-Nitrofuraldehyde และมีรูปรางเปนผลึกสีเหลืองออนถึงเหลืองสม ไมมีกล่ิน  ไมมีรส  ละลาย
น้ําไดเล็กนอย  สลายตัวไดงายเม่ือถูกแสง (Rupp และ คณะ, 1994) 
 
สารไนโตรฟูแรน เม่ือเขาสูรางกาย 
 เม่ือยาหรือสารเคมีเขาสูรางกาย ส่ิงมีชีวิตจะมีวิธีในการกําจัดสารเคมีเหลานั้นโดยกระบวนการ 
เมแทบอลิซึม ซ่ึงยาสวนใหญจะถูกเปล่ียนไปอยูในรูปสารท่ีละลายไดและถูกกําจัดออกไปจากรางกาย 
แตในบางกรณีสารเมแทบอไลต อาจไปจับกับโปรตีนในรางกายสัตว เปนผลใหขบวนการขับออกไป
เปนไปไดชา และมีผลกระทบตอความปลอดภัยของอาหาร เพราะสามารถคงอยูในรางกายสัตวไดเปน
ระยะเวลานานภายหลังจากการหยุดใหยาไปแลว  เม่ือมนุษยบริโภคผลิตภัณฑท่ีมียาสัตวตกคางไนรูป
ของ bound residues เหลานี้จะถูกกรดในกระเพาะอาหารยอยและปลดปลอยสารตกคางออกมาจาก
โปรตีนท่ีเกาะอยูซ่ึงอาจเปนอันตรายตอผูบริโภค (Keefle และ Horne , 1999) 

ยาต้ังตนท้ัง 4 ชนิดนี้จัดเปนสารประกอบไนโตร (nitro compounds) มีสมบัติท่ีไมเสถียร  ไวตอ
แสง และจะถูกออกซิไดสไดงายเม่ือสัมผัสกับอากาศเปนเวลานาน  เม่ือยาตั้งตนท้ัง 4 ชนิดนี้เขาสูรางกาย
ของส่ิงมีชีวิตจะเกิดกระบวนการเมแทบอลิซึมทําใหเกิดสารเมแทบอไลตท่ีสําคัญ ไดแก 3-อะมิโน-5-มอร
โฟลิโนเมทิล-2-ออกซาโซลิดิโนน (3-amino-5-morpholinomethyl-2-oxazolidone; AMOZ) 3-อะมิโน-2-
ออกซาโซลิดิโนน (3-amino-2-oxazolido; AOZ) เซมิคารบาไซด (semicarbazide; SCA) และ 1-อะมิโนไฮ
แดนโทอิน (1-aminohydantoin;  AHD)  (Leitner และ คณะ, 2001)  แสดงดังตารางท่ี 2.1 
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ตารางท่ี 2.1   แสดงโครงสรางทางเคมีของสารในกลุมไนโตรฟูแรนในรูปยาต้ังตน และการ 
         เปล่ียนรูปของสารไนโตรฟูแรน เม่ือเขาสูรางกายเปนสารเมแทบอไลต 

 
Parent drugs Metabolites 

 
O

O
N

N OO2N

ON
 

ฟูรัลทาโดน (Furaltadone; FTD) 
(5-morpholinomethyl-3-[5-nitrofurfurylidene 

amino]-2-oxazolidinone) 

 

N O

ON

H2N
O

 
 

3-อะมิโน-5-มอรโฟลิโนเมทิล-2-ออกซาโซลิดิโนน 
(3-amino-5-morpholinomethyl-2-oxazolidone; AMOZ) 

 
O

O
N

N OO2N
 

ฟูราโซลิโดน (Furazolidone; FZD) 
(N-[5-nitro-2-furfurylidene]-3-amino-2-oxa 

zolidone) 

 
O

H2N
N O

 
 

3-อะมิโน-2-ออกซาโซลิดิโนน 
(3-amino-2-oxazolidone; AOZ) 

 
O

NH2O
N

NHO2N
 

ไนโตรฟูราโซน (Nitrofurazone; NFZ) 
(5-nitro-2-furaldehyde semicarbazone) 

 
O

NH2
H2N

NH  
 

เซมิคารบาไซด  (Semicarbazide; SCA) 
 

O

O
N

N NHO2N

O  
ไนโตรฟูแรนโทอิน (Nitrofurantoin; NFT) 

(N-[5-nitro-2-furfurylidene]-1-aminohydantoin) 

 
O

H2N
N NH

O  
1-อะมิโนไฮแดนโทอิน (1-Aminohydantoin; AHD) 
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พิษของสารตกคางไนโตรฟูแรน 
จากผลการศึกษาในสัตวทดลอง พบวา สารกลุมนี้มีแนวโนมเปนสารกอมะเร็งและทําให

เกิดการกลายพันธุในสัตวถาไดรับการบริโภคเปนระยะเวลานาน โดยพบวา ฟูราโซลิโดน  มีผล
ยับยั้ งหน าท่ี เอนไซมบางประเภท  โดยขอมูลจาก  Irish Agriculture and Food Development 
Authority ตามโครงการศึกษา Project Armis No. 4036 ของสหภาพยุโรปในป 1999 พบวาเม่ือ
มนุษยบริโภคผลิตภัณฑท่ีมีสารเมแทบอไลตจับกับโปรตีนในเนื้อเยื่อสุกรเขาไปกรดในกระเพาะจะ
ยอย AOZ side-chain ออกมาและเปล่ียนรูปไปเปน β-hydroxyethylhydrazine ซ่ึงเปนสารท่ีกอให
เกิดการกลายพันธุและกอมะเร็งซ่ึงในการประเมินความปลอดภัยจากยาสัตวตกคาง ตองศึกษาวา 
protein-bound residue สามารถปลดปลอยรีแอกทิฟเมแทบอไลตจากการถูกยอยโดยเอนไซมหรือ
ภายใตสภาวะความเปนกรดออนภายในกระเพาะอาหารของผูบริโภค ดังตัวอยางยา ฟูราโซลิโดน ท่ี
ใหในสุกร ดังรูป 2.1 
 

Furazolidone 

 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 2.1    แสดงกลไกในการเกิด bound residues ของ furazolidone ในสุกร และการปลดปลอย AOZ 

   ในกระเพาะอาหารของคน (Keefle และ Horne, 1999) 

Stomach 

absorption and biotransformation 

furazolidone AOZ-side-chain 

polar metabolites bound metabolites II bound metabolites I 

Stomach 

AOZ-side-chain 

absorption + biotransformation 

bound metabolites I  metabolites  

PIG 

HUMAN 
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การทําใหเกิดการกลายพันธุ (mutagenecity) คือ ความสามารถในการเหนี่ยวนําใหเกิดการ
เปล่ียนแปลงองคประกอบของยีนภายในเซลลซ่ึงสารท่ีทําใหเกิดการเปล่ียนแปลงของยีนอาจทําให
เกิดมะเร็งในสัตวทดลองไดดวย (Botsoglou  และ Fletouris, 2001) 

นอกจากนี้ยังมีการศึกษาพบวา ฟูราโซลิโดน จะมีการเปล่ียนแปลงในเนื้อเยื่อโดยจะเปล่ียน
ไปอยูในรูปของฮัยดราซีน (hydrazine) ซ่ึงเปนพิษตอยีน จะไปรวมตัวกับดีเอ็นเอ (DNA) ภายใน
เซลล (Hoogenboom และ Polman ,1993 อางโดย มาลินี 2541) 

เนื่ องจากไนโตรฟูแรน  เปนสารกอมะเร็งชนิด ท่ีมีความเปนพิษตอยีน  (genotoxic 
carcinogens)  คือ สารกอมะเร็งซ่ึงออกฤทธ์ิโดยตรงตอ DNA และจะทําใหเกิดการกลายพันธุไดแม
ไดรับเพียงแคคร้ังเดียว โดยสารท่ีเปนสารกอมะเร็งชนิดท่ีมีความเปนพิษตอยีนจะมีการหามนํามาใช
ในสัตวเพื่อการบริโภคและหามมีตกคางไมวาในปริมาณเทาใดแมวาจะอยูในรูปยาตั้งตน หรือเมแท
บอไลต ซ่ึงสงผลทําใหหลายๆ ประเทศ จํากัดการใช โดยเฉพาะการใชผสมในอาหารสัตวท่ีใช
สําหรับบริโภค สารกลุมนี้จึงถูกหามใชกับสัตวท่ีเล้ียงเพื่อการบริโภค  ในหลายประเทศ เชน 
อเมริกา  แคนนาดา  ออสเตรีย  ญ่ีปุน  สิงคโปร  บังคลาเทศ  และกลุมสหภาพยุโรป (Bryan, 1978) 
 
มาตรฐานสารตกคางไนโตรฟูแรน 

จากอันตรายของสารในกลุมนี้ทําใหเกิดความเส่ียงท่ีผูบริโภคจะไดรับอันตรายจากสารตกคาง
เหลานี้ ดังนั้นบางประเทศจึงหามไมใหใชยากลุมนี้กับสัตวเล้ียงเพื่อใชสําหรับการบริโภค เชน 
ประเทศในกลุมสหภาพยุโรป, สหรัฐอเมริกา และแคนาดา สงผลทําใหประเทศตางๆไดออกกฎหมาย
ควบคุมระดับสูงสุดท่ียอมรับไดของสารตกคางกลุมนี้ในผลิตภัณฑอาหารจากสัตว โดยปกติจะกําหนด
เปนขีดจํากัดสารตกคางสูงสุด ซ่ึงเรียกวาคา MRL (Maximum Residue Limit) แตคา MRL ของแตละ
ประเทศอาจไมตรงกัน ดังนั้น องคการอาหารและยาของสหรัฐอเมริกา (FDA) องคการอาหารและ
เกษตรกับองคการอนามัยโลก (FAO/WHO) จึงรวมกันต้ังคณะกรรมการรวม (Codex Committee on 
Residue of Animal Drugs, CCRVDF) ข้ึน เพื่อเสนอคา MRL ท่ีเปนสากลมากขึ้น โดยสารในกลุมไน
โตรฟูแรน มีการกําหนดคา MRL อยูในระดับท่ีเรียกวา zero tolerance level คือตองไมมีการตกคางของ
สารกลุมนี้อยูในผลิตภัณฑจากสัตว (European  Commission , 2001) 

 ทําใหหลายประเทศไดพัฒนาวิธีการตรวจวิเคราะหและไดกําหนดคาขีดจํากัดต่ําสุดของ
เคร่ืองมือในการวิเคราะหสารไนโตรฟูแรนซ่ึงในขณะนี้สหภาพยุโรปไดจัดต้ังโครงการชื่อ 
FoodBRAND ข้ึน โดยมีวัตถุประสงคเพื่อพัฒนาวิธีตรวจวิเคราะหท่ีมีประสิทธิภาพ  โครงการน้ีอยู
ภายใตการรวมมือของตัวแทนกลุมตางๆ ไดแก National Reference Laboratories (NRLs) ท่ีไดรับ
การรับรอง GLP/EN45000   กลุม SCA    กลุมหองปฏิบัติการวิจัยตางๆและกลุมผูบริโภค ซ่ึงไดขอ
สรุปวา จะใหหองปฏิบัติการทั่วไปสามารถใชวิธี ELISA ในการตรวจวิเคราะห ไดตามความเหมาะ
สม  และอาจยืนยันผลการตรวจวัดสารดังกลาวดวยเทคนิคอ่ืน เชน High Performance Liquid 
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Chromatography (HPLC) ห รื อ  Liquid Chromatography-Mass Spectrometry-Mass Spectometry  
(LC-MS-MS)  สําหรับประเทศไทยกระทรวงสาธารณสุขไดกําหนดใหเพิกถอนทะเบียนตําหรับยาท่ี
ใชสําหรับสัตวท่ีมีตัวยากลุมไนโตรฟูแรน ไดแก ไนโตรฟูราโซน และฟูราโซลิโดน นอกจากนี้ยัง
หามนําเขายา เภสัชเคมีภัณฑ และเกลือของเภสัชเคมีภัณฑเหลานี้ แตอยางไรก็ตามยังมีการลักลอบ
นําสารเหลานี้เขาภายในประเทศไดในรูปของอาหารสัตว ดังนั้นการตรวจวิเคราะหหาสารกลุมนี้ท่ี
ปนเปอนจึงเปนส่ิงสําคัญ แตเนื่องจากการวัดปริมาณยาตกคางดังกลาวสามารถทําไดในขีดจํากัด 
เนื่องจากตองใชเคร่ืองมือวิเคราะหข้ันสูงท่ีมีราคาแพงมาก สําหรับคามาตรฐานสารตกคางไนโตรฟู
แรนท่ีประกาศโดยสํานักงานคณะกรรมการอาหารและยา เร่ือง หลักเกณฑ เง่ือนไข และวิธีการ
ตรวจวิเคราะหการปนเปอนสารเคมีบางชนิดในอาหาร (ดานิศ  ทวีติยานนท, 2545) ไดแสดงดังตา
รางท่ี 2.2 

 
ตารางท่ี   2.2    ขีดจํากัดสารตกคางสูงสุดของสารอนุพันธุไนโตรฟูแรน ณ ประเทศตางๆ 
 

  ปริมาณสารอนุพันธุของไนโตรฟูแรน 
ประเทศ ไมโครกรัมตอกิโลกรัม (μg/kg) 

  AMOZ AOZ SCA AHD 

1. สหภาพยุโรป  0.3 0.3 1.0 1.0 
2. เยอรมัน 0.3 0.3 0.5 1.0 
3. อเมริกา x x x x 
4. ออสเตรเลีย x x x x 
5. นิวซีแลนด x x x x 
6. แคนาดา 0.3 0.3 1.0 1.0 
7. สวิตเซอรแลนด 0.3 0.3 1.0 1.0 
8. สาธารณรัฐเช็ก 0.3 0.3 1.0 1.0 
9. ญ่ีปุน x x x x 
10. ไทย 0.3 0.3 1.0 1.0 

 
หมายเหตุ    x  =  zero tolerance level  คือตองไมมีการตกคางของสารกลุมนี้อยูในผลิตภัณฑจากสัตว 
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การประเมินความปลอดภัยจากยาสัตวตกคาง 
 จากนิยามยาสัตวตกคางของ CODEX ยาสัตวตกคางท่ีอาจเปนอันตรายตอผูบริโภคไมจํา
เปนตองอยูในรูปแบบของยาต้ังตน  ท่ีใหแกสัตว แตอาจอยูในรูปของสารท่ีเปล่ียนรูปไปเปนเมแท
บอไลตอิสระหรือ เมแทบอไลตท่ีไปจับกับโมเลกุลอ่ืนหรือเนื้อเยื่อสัตวก็ได (tissue bound residues 
or bound metabolites) ซ่ึงการสะสมสารตกคางในเนื้อเยื่อสัตวข้ึนกับปจจัยดังตอไปนี้ 

1. อัตราการดูดซึมยา (absorption) 
2. ขอบเขตการแพรกระจายของยา (distribution) 
3. อัตราการเมแทบอไลต  
4. การขับออกของยาต้ังตน (parent drug) และเมแทบอไลต  
5. อัตราสวนของ สารประกอบต้ังตน ตอ เมแทบอไลต ท่ีมาจากยาชนิดเดียวกันจะแตกตาง

กันไปในเนื้อเยื่อแตละชนิด (กลามเนื้อ  ตับ  ไต) 
โดยยาบางชนิดอาจขับออกจากรางกายโดยไมมีการเปลี่ยนรูปแตยาสวนใหญจะ

ถูกเปล่ียนรูป (biotransformation) ท่ีตับและไตกอนขับออกจากรางกายในสภาพสารเมแทบอไลต
ชนิดตางๆท่ีมีข้ัวสูงข้ึนกวาสารเดิม  โดยหลักการแลว ยาท่ีใหกับสัตวทุกชนิดสามารถทําใหเกิดสาร
ตกคางไดท้ังในเนื้อเยื่อ  นม  ไขท่ีบริโภค ท้ังนี้ข้ึนกบั 

1. ขนาดยาท่ีให 
2. ชวงเวลาของการใหยา 
3. ระยะหยุดยาท่ีเหมาะสม 
 

การตรวจติดตามสารตกคางไนโตรฟูแรน 
เนื่องจากไดมีมาตรการควบคุมและติดตามการใชสารกลุมนี้  ดังนั้น เพื่อสรางความเช่ือม่ัน

ในอาหารสัตวและผลิตภัณฑท่ีไดจากสัตว เพื่อความปลอดภัยตอผูบริโภคจึงตองทําการตรวจสอบ
กอนการนําเขาและสงออกสินคา โดยพบวา สารกลุมไนโตรฟูแรน ในรูปยาตั้งตนไดแก ฟูรัลทา
โดน  ฟูราโซลิโดน  ไนโตรฟูแรนโทอิน และ ไนโตรฟูราโซน จะถูกยอยสลายอยางรวดเร็วในสัตว
ภายใน 2-3 ช่ัวโมง เปล่ียนไปอยูในรูปสาร เมแทบอไลต คือ  AMOZ    AOZ    SCA  และ   AHD  
ตามลําดับ  ปกติสารเมแทบอไลต ของไนโตรฟูแรน จะอยูในรูปสารเมแทบอไลตท่ีจับกับโปรตีนโดย
การทําใหสารเมแทบอไลต อยูในรูปอิสระโดยอาศัยการยอยสลายพันธะดวยกรด เชน กรดไฮโดรคลอ
ริก (HCl) แตสาร เมแทบอไลต ท่ีไดจะมีขนาดโมเลกุลเล็กมากยากตอการตรวจวิเคราะห ดังนั้น จึงตอง
ทําใหสาร เมแทบอไลต เหลานี้อยูในรูปอนุพันธุ เรียกกระบวนการนี้วา derivatization ซ่ึงสารท่ีนิยมใช
ใหเกิดอนุพันธุ คือ 2-Nitrobenzaldehyde (NBA) โดยการตรวจวิเคราะหสารเมแทบอไลต ของไนโตรฟู
แรน ปจจุบัน นิยมใชเทคนิค Liquid chromatography (LC) และ Mass spectrometry (MS) โดยใชเคร่ือง 
LC-MS/MS เพื่อยืนยันชนิดของสารและปริมาณ เน่ืองจากมีความจําเพาะสูง  สามารถตรวจสอบสารท่ี
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มีปริมาณเล็กนอย ไดอยางแมนยํา ซ่ึงจะใชตัวอยางเพียงปริมาณเล็กนอยสําหรับการตรวจสอบเบ้ืองตน
ดวยวิ ธี  colour test สวนการตรวจยืนยันผลใชวิ ธี  Thin layer chromatography (TLC) และวิ ธี  High 
performance liquid chromatography (HPLC) (Diblikova และ คณะ, 2005) 
 

2.1.2 วิธีการแยกและตรวจวิเคราะหสารไนโตรฟูแรน 
  การวิเคราะหเชิงคุณภาพและการวิเคราะหเชิงปริมาณของสารไนโตรฟูแรนเปนส่ิง
สําคัญในการตรวจสอบสารตกคางไนโตรฟูแรนท่ีปนเปอนอยูในอาหารสัตวและเน้ือสัตว โดยวิธี
การท่ีใชในหองปฏิบัติการตองเปนวิธีท่ีเหมาะสมสําหรับตรวจวัดสารไนโตรฟูแรนท่ีมีปริมาณ
นอยๆในระดับพีพีบี (หนึ่งสวนในพันลานสวน; ppb) นอกจากนี้ควรเปนวิธีท่ีทําไดงาย  สะดวก  
รวดเร็วในการตรวจสอบ ซ่ึงวิธีการที่สามารถใชตรวจวิเคราะหสารไนโตรฟูแรน ไดแก 
 

  2.1.2.1   วิธีทางเคมี  
 

      (1) Thin Layer Chromatography (TLC) 
   วิธีการนี้เปนวิธีการที่สะดวกและรวดเร็ว แตมีความแมนยํา และ ความ 

เท่ียงในการตรวจวิเคราะหท่ีต่ําและไมเหมาะสมกับการวิเคราะหสารท่ีมีปริมาณนอยๆระดับพีพีบีได 
เนื่องจากเทคนิคนี้จะใหคาขีดจํากัดตํ่าสุดในการวิเคราะหสารอยูท่ี ระดับปริมาณ50 พีพีเอ็ม (หนึ่งสวน 
ในลานสวน; ppm) เทานั้น (Cieri และ คณะ 1978, McCracken และ คณะ 1997) 

 (2) High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 
    การตรวจวิเคราะหสารไนโตรฟูแรน ดวยเทคนิคนี้เปนเทคนิคท่ีมีประ
สิทธิภาพสูงและใชกันอยางกวางขวางเนื่องจากสามารถใชแยกสารไนโตรฟูแรนไดดีเม่ือวิเคราะห
โดยใช reversed phase column (Angelini และคณะ, 1997) ซ่ึงคอลัมนชนิดนี้เหมาะสําหรับใชแยก
สารท่ีมีข้ัวสูงไดดี อยางเชนสารไนโตรฟูแรน ซ่ึงจัดเปนสารประกอบไนโตร (nitro compounds) 
และยังสามารถพิสูจนเอกลักษณของสารดังกลาวได โดยดูคาการดูดกลืนแสงที่ตรวจวัดดวยเคร่ือง 
อัลตราไวโอเลตสเปกโทรโฟโตมิเตอร (ultraviolet spectrophotometer) นอกจากน้ีเทคนิคนี้ยังใชรวม
กับเคร่ืองตรวจวัดชนิดอ่ืนในการตรวจวัดหาสารไนโตรฟูแรน เชน เคร่ืองตรวจวัดทางเคมีไฟฟา 
(electrochemical detector) แตเนื่องจากเคร่ืองตรวจวัดชนิดนี้ใชงานไดอยางจํากัดเนื่องจากตรวจวัดสาร
ไนโตรฟูแรนไดบางชนิดเทานั้น (Cieri และคณะ, 1978) ขอไดเปรียบของเทคนิค HPLC เม่ือเทียบกับ
เทคนิค TLC คือ จะใชระยะเวลาในการวิเคราะหสารปริมาณนอยๆไดดี  และใหคาความแมนยําและ
เท่ียงตรงไดดีกวา  จึงทําใหเทคนิคนี้เปนทางเลือกหนึ่งในการวิเคราะหสารตกคางท่ีไดรับความนิยม 
แตเนื่องจากเทคนิคตองใชเคร่ืองมือท่ีมีราคาแพงและวิธีการวิเคราะหท่ียุงยากกวา 
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 ( 3 ) Mass Spectrometry (MS), Liquid Chromatography  Mass  
 Spectrometry (LC-MS) 

 โดยจะใชลิควิดโครมาโทกราฟ คูกับอิเล็กโทรแมสสเปกโทรเมทรี และ
แทนเด็มแมสสเปกโทรเมทรี ซ่ึงวิธีการนี้เหมาะสําหรับการวิเคราะหสารเชิงคุณภาพและเชิงปริมาณ
เนื่องจากสามารถตรวจสอบเพ่ือยืนยันระบุช่ือสารในระดับนอยมากๆไดแมนยําสูง และยังใชสารตัว
อยางเพียงปริมาณเล็กนอย ดังนั้นวิธีการนี้จึงเหมาะกับการวิเคราะหสารตกคางในกลุมไนโตรฟูแรน ท่ี
ปนเปอนในอาหารสัตวและเนื้อสัตวไดเปนอยางดี แตเนื่องจากเทคนิคนี้เปนเทคนิคทีตองใชเคร่ืองมือ
ท่ีมีราคาแพงมาก และยังตองใชบุคลากรที่มีความชํานาญการโดยเฉพาะ ดังนั้นเทคนิคจึงไมเหมาะสม
ในการนํามาใชในการตรวจวัดสารตกคางในภาคสนามหรือใชในงานประจํา (McCracken และคณะ, 
1995) 

 
 ( 4 ) ชุดตรวจสอบทางเคมี 

    เปนการตรวจโดยอาศัย Colorimetric Method  หลักการคือใชสารกลุมไน
โตรฟูแรนทําปฏิกิริยากับ ฟนิลไฮดราซีนไฮโดรคลอไรดจะเกิดเปนสารประกอบเชิงซอนท่ีใหสีแลว
จึงทําการวิเคราะห เชิงปริมาณโดยทําการตรวจวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเคร่ือง Photometric 
Colorimeter (Buzard และคณะ, 1956) ซ่ึงวิธีการนี้เปนวิธีการท่ีงาย  ใหคาท่ีเท่ียงตรงและแมนยําใน
การตรวจวิเคราะหไดเปนอยางดี แตวิธีการนี้สามารถตรวจวัดสารไดทีละตัวเทานั้นจึงทําใหใชเวลา
ในการวิเคราะหนาน จึงทําใหไมเหมาะสมในการตรวจวัดสารตัวอยางในปริมาณมาก การตรวจสอบ
โดยใชชุดทดสอบภาคสนามไดมีการพัฒนาชุดตรวจสอบภาคสนามเพ่ือใชทําการตรวจสอบหาเภสัช
เคมีภัณฑในกลุมไนโตรฟูแรน (แพรวพรรณ  และคณะ 2544) ซ่ึงมีวิธีการดังนี้ 

 
  การตรวจฟูราโซลิโดน ไนโตรฟูราโซน  
  1. หยดน้ํายาทดสอบ Fura1  18 หยด  หยดลงในจานหลุมและหยดน้ํายา 
      ทดสอบ Fura2  จํานวน 2 หยด (อัตราสวน Fura1 : Fura2 = 9:1) 
  2. โรยตัวอยางคร้ังละนอยๆ กระจายบางๆใหท่ัวหลุม 
  3. ตรวจผลทันทีดวยกลองจุลทรรศนชนิดสเตอริโอ กําลังขยาย 20-40 เทา  
      สังเกตสีท่ีเกิดข้ึน 
  4. ตรวจสอบผลฟูราโซลิโดน เกิดจุดสีมวงน้ําเงิน ไนโตรฟูราโซนเกิดจุด 

      สีแดงบานเย็น 
   เนื่องจากเทคนิคนี้ใชสําหรับตรวจวัดสารตกคางไดในเชิงคุณภาพ ดังนั้นจึงควร

ยืนยันผลในเชิงปริมาณโดยวิธี HPLC ดวย (แพรวพรรณ และคณะ , 2544) 
 



                                                                                                
                                                                                             

 

13 

 

2.1.2.2 วิธีทางภูมิคุมกันวิทยา (Immunological method) 
        ปจจุบันมีการประยุกตนําความรูทางดานวิทยาภูมิคุมกัน (Immunology) ไปใช

ในการตรวจติดตามหาสารตกคางในผลิตภัณฑอาหารท้ังนําเขาและสงออก ซ่ึงใหผลการตรวจติด
ตามท่ีมีความไวสูงและแมนยํา โดยใชหลัการของ Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 
เปนเทคนิคท่ีใชกันอยางกวางขวางสําหรับตรวจวัดสารตกคางโดยอาศัยหลักการการตรวจวัด
แอนติเจน โดยการใชแอนติบอดี ท่ีใหผลทางชีวภาพเฉพาะกับยาและเอนไซมท่ีเช่ือมตอทางเคมีกับ
แอนติบอดีหรือแอนติเจน วิธี ELISA นี้เปนวิธีการที่ประหยัดและรวดเร็ว 
 

2.1.3 ทฤษฏีทางภูมิคุมกันวิทยา (Immunoassay) 
 
แอนติเจน (Antigen, Ag) 
แอนติเจน  คือ สารท่ีสามารถชักนําใหรางกายสรางแอนติบอดีหรือ T-lymphocyte ชนิด

จําเพาะ (Specific sensitized T lymphocyte) ได และสามารถทําปฏิกิริยา จําเพาะ เปนสารประกอบ
เชิงซอนกับแอนติบอดี หรือลิมโฟซัยทนั้นๆ 

แอนติบอดี (Antibody, Ab) 

 แอนติบอดี เปนสารน้ําท่ีสรางข้ึนและ หล่ังมาจากเซลลพลาสมา ท่ีเปล่ียนแปลงมาจาก B 
cell ท่ีไดรับการกระตุนดวยแอนติเจนท่ีจําเพาะกับแอนติบอดีบนผิวของ B cell  แอนติบอดีเปน
โปรตีนประเภทไกลโคโปรตีน มีโครงสรางคลายตัว Y จะประกอบดวยโพลิเพปไทด 82 – 96 
เปอรเซ็นต และคารโบไฮเดรต 4 – 18 เปอรเซ็นต  แอนติบอดีสวนใหญอยูในซีรัมสวนแกมมาโกล
บูลิน (gamma globulin)  ถานําซีรัมของคนปกติมาแยกดวยกระแสไฟฟา (electrophoresis) จะแบง
โปรตีนออกไดเปน 5 สวนใหญ ๆ  คือ อัลบูมิน และ โกลบูลินอีก 4 สวน คือ แอลฟา 1 (α1) แอลฟา 
2 (α2) บีตา (β) และ แกมมา (γ) เนื่องจากแอนติบอดีเปนโกลบูลินท่ีทําหนาท่ีเกี่ยวกับภูมิคุมกันของ
รางกาย จึงเรียกวา อิมมูโนโกลบูลิน (immunoglobulin) หรือ Ig แอนติบอดีหรืออิมมูโนโกลบูลิน 
เปนผลผลิตของเซลลพลาสมา ไมเพียงพบแตในซีรัมเทานั้น ยังพบในสารน้ําอ่ืนๆของรางกาย และ
ในเนื้อเยื่อ เชน ปสสาวะ  น้ําไขสันหลัง  น้ํานม  น้ําลาย  น้ําตา  ตอมน้ําเหลือง  มาม  และนอกจากน้ี
ยังพบบนผิวของ บี-เซลลดวย  

 แอนติบอดี 1 โมเลกุล (monomer)  มีโครงสรางพื้นฐานดังแสดงในรูปท่ี 2.2 ซ่ึงจะประกอบ
ดวยสายพอลิเพปไทด 4 สาย คือสายท่ียาวและมีน้ําหนักโมเลกุลมากเรียกวา  Heavy chain (H) ซ่ึง
มี 2 สายท่ีเหมือนกัน สวนอีก 2 สายท่ีส้ันและมีน้ําหนักโมเลกุลนอยกวาเรียกวา Light chain   (L) ซ่ึง
มีลักษณะเหมือนกันท้ัง 2 สายเชนเดียวกัน โดย Heavy chain และ Light chain ท้ัง 4 สายจะเช่ือมตอ
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กันดวยพันธะไดซัลไฟด (disulfide bond) ซ่ึงสามารถแยกแรงยึดนี้ออกจากกันไดดวยสาร reducing 
agent เชน เมอรแคปโทเอทานอล (mercaptoethanol)  ปลายขางหนึ่งของแตละสายจะเปน –N หรือ -
NH2 หรือ amino terminal สวนปลายอีกขางหนึ่งจะเปน –C หรือ -COOH หรือ carboxy terminal  
ท้ัง 4 สายจะหันปลายขาง -NH2 หรือ -COOH ไปทางเดียวกัน โมเลกุลของอิมมูโนโกลบุลินมีรูปราง
คลายๆ กับตัว Y โดยมี hinge region อยูตรงกลางของ H-chain ซ่ึง hinge region จะเปนบริเวณท่ีมี
การยืดหยุน ไดมากทําใหแขนท้ัง 2 ขาง ยืดหางออกจากกันเพื่อจับกับแอนติเจนไดดียิ่งข้ึน 

                  

 

 

รูปท่ี 2.2 โครงสรางพื้นฐานของอิมมูโนโกลบูลิน 
 (http://home.earthlink.net/~dayvdanls/Immune_lecture.html) 

อิมมูโนโกลบูลิน สามารถแบงออกไดเปน 5 ไอโซไทป ตามความแตกตางของ H-chain  
คือ  IgG  IgA  IgM  IgD และ IgE    ซ่ึงมี H-chain เปน  γ  α  μ  δ และ ε  ตามลําดับ H -chain แตละ
ไอโซไทปมีความแตกตางกันท่ีน้ําหนักโมเลกุล การลําดับของกรดอะมิโน สวนประกอบของ
คารโบไฮเดรต เอพิโทป (epitope) คุณสมบัติทางชีวภาพ และการเคล่ือนท่ีเม่ือทําอิเล็กโทรฟอเรซิส 
เชนเดียวกันสามารถแบง L chain ออกไดเปน 2 ชนิด  คือ แคปปา (kappa; k)  และ แลมบดา 
(lamda; λ) (สุทธิพันธ และคณะ, 2537) 

การกระตุน บี-เซลล ใหสรางแอนติบอดี 

การผลิตแอนติบอดีทําไดโดยการฉีดกระตุนสัตวทดลองดวยแอนติเจนเพื่อใหสัตวทดลอง
สรางแอนติบอดีข้ึนมาโดยการทํางานของ บี-เซลล ซ่ึงจะรับรูกับแอนติเจนท่ีจําเพาะดวย membrane-
bound บนผิวเซลลและนําสวนแอนติเจนเขามาในเซลลเปล่ียนแปลงและนําเสนอท่ีผิวเซลลรวมกับ
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โมเลกุล HLA/MHC classII ซ่ึงทําให T helper-cell มาจับและถูกกระตุนดวยแอนติเจนท่ีถูกเสนอ
จาก บี-เซลล จากนั้น  ที-เซลล หล่ังสาร ลิมโฟไคน (lymphokines) สงผลให บี-เซลล เปล่ียนสภาพ
เปนเซลลพลาสมา เพื่อสรางแอนติบอดีตอไป โดยแอนติบอดีท่ีผลิตไดจะเปนชนิด พอลิโคลนอล
แอนติบอดี (polyclonal antibody) ซ่ึงแอนติบอดีท่ีไดจะมีความหลากหลายมาก เนื่องจากแอนติบอดี
เหลานี้ถูกสรางมาจาก บี-เซลล หลายๆโคลน ซ่ึงจะแตกตางจากโมโนโคลนอลแอนติบอดี ท่ีจะทํา
ปฏิกิริยาจําเพาะกับ เอพิโทป เดียวกันบนแอนติเจน (สุทธิพันธ และคณะ, 2537) 

 
ความแตกตางระหวางโมโนโคลนอลแอนติบอดีและพอลิโคลนอลแอนติบอดี 
 

พอลิโคลนอลแอนติบอดี  (Polyclonal antibody) 
เปนกลุมแอนติบอดีท่ีมีความหลากหลายมากในความจําเพาะกับแอนติเจนโดยสามารถทํา

ปฏิกิริยาไดกับ เอพิโทป หลายตําแหนง บนแอนติเจน เนื่องจากแอนติบอดีเหลานี้ถูกสรางมาจาก บี-
เซลล หลายๆ โคลน (บี-เซลล 1 โคลน สรางแอนติบอดีท่ีมีความจําเพาะได 1 ชนิด) 

 
โมโนโคลนอลแอนติบอดี  (Monoclonal antibody) 
 เปนแอนติบอดีท่ีสรางจากพลาสมาซ่ึงกําเนิดมาจาก บี-เซลล โดยเซลลเหลานี้เกิดจากเซลล

เร่ิมตนเซลลเดียว (single clone หรือ mono-clone) เนื่องจากมีลําดับกรดอะมิโนเหมือนกันจึงทําให
ทุกโมเลกุลของแอนติบอดีเหลานี้มีคุณสมบัติเหมือนกันทุกประการ ท้ังในสวนความจําเพาะตอ เอพิ
โทปของแอนติเจน และในดานชนิดของ heavy chain และ light chain ของอิมมูโนโกลบูลิน ซ่ึงเปน
ตัวกําหนดคุณสมบัติทางชีวภาพของแอนติบอดีชนิดนั้น  
 ในภาวะปกติเม่ือรางกายไดรับแอนติเจนจะสรางโมโนโคลนอลแอนติบอดีแตละชนิดจาก บี-
เซลล แตละเซลล ซ่ึงเม่ือรวมกันเรียกวา พอลิโคลนอลแอนติบอดี (polyclonal antibody) โมโนโคลนอล
แอนติบอดีเม่ือเปนโรคมะเร็งของ บี-เซลล ทําใหสรางแอนติบอดีชนิดเดียวกันจํานวนมากจากโคลน
เดียวกันออกมาทําใหสามารถตรวจพบไดในซีรัม (ธารารัชต, 2545) 
 เม่ือมองในระดับโมเลกุลแลว พอลิโคลนอลแอนติบอดี คือโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลายๆ 
ชนิดรวมกันซ่ึงเกิดข้ึนตามธรรมชาติในรางกายของมนุษยหรือสัตวเม่ือไดรับการกระตุนโดยแอนติเจน 
แอนติบอดีทั้งสองชนิดนี้มีความแตกตางดังตารางท่ี 2.3 เปรียบเทียบระหวาง พอลิโคลนอลแอนติบอดี 
และโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
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ตารางท่ี 2.3 แสดงการเปรียบเทียบคุณสมบัติระหวางพอลิโคลนอลแอนติบอดีและโมโนโคลนอล
แอนติบอดี 
 

คุณสมบัติ พอลิโคลนอลแอนติบอดี โมโนโคลนอลแอนติบอดี 
1. ความจําเพาะ  
  (Specificity)  

-ทําปฏิกิริยาขามกลุมได   
-มักไมมีความจําเพาะสูง 

 -คงท่ีสามารถเลือกเปนมาตรฐาน(
standard)ได    
-อาจจะพบแอนติบอดีท่ีมีความจําเพาะ 
 มากเกินตองการซ่ึงอาจเกิดปฏิกิริยาขาม
กลุมได 

2. Affinity  ไมคงท่ีเปล่ียนแปลงตามเวลาท่ี
เจาะเลือดสัตวทดลอง 

คงท่ีโดยสามารถคัดเลือกไดสูง หรือตํ่า
ตามตองการในระหวาง ทํา cloning 

3.ปริมาณแอนติบอดีท่ีผลิต ประมาณ 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  -ประมาณ 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร   
 ในเซลลเพาะเล้ียง   
- ประมาณ 20 มิลิกรัมตอมิลลิลิตร   
  จาก ascitic fluid 

4.ปริมาณอิมมูโนโกลบูลิน 
  ท่ีปนเปอน  

อาจสูงถึง 100% ไมพบในเซลลเพาะเล้ียง และประมาณ 
10% ใน ascitic fluid 

5. ความบริสุทธ์ิของแอนติ 
    เจน 

ตองใชแอนติเจนท่ีบริสุทธ์ิมาก
หรือตองทํา serum absorption  

ใชแอนติเจนท่ีบริสุทธ์ิพอสมควร  

6. ตนทุนในการผลิต ต่ํา สูง โดยเฉพาะในเวลาเร่ิมตน  
 
ขอดีและขอเสียของการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
 ขอดีของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

1. ใชแอนติเจนนอยและไมตองบริสุทธ์ิมากในการฉีดกระตุน 
2. มีความเปนมาตรฐานสามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีมีลักษณะเหมือนกัน  
3. มีความจําเพาะสูงโดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีจะเขาทําปฏิกิริยากับ เอพิโทป เพียง

ตําแหนงเดียวบนโมเลกุลของแอนติเจนดังนั้นจึงมีความจําเพาะสูงมาก 
4. มี affinity สูงตอแอนติเจนไดสามารถคัดเลือกไดโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีมี affinity 

สูง สามารถนําไปใชไดในความเจือจางสูง ทําใหลดปฏิกิริยารบกวน (background) ใน
การทดลองลงได 

5. การเก็บเซลลสามารถเก็บเซลลท่ีสรางโมโนโคลนอลแอนติบอดีกึ่งถาวรใน 
ไนโตรเจนเหลวได 
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ขอเสียของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
1. การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี ตองใชกําลังแรงงาน เวลา และคาใชจายสูงกวา การ

ผลิตพอลิโคลนอลแอนติบอดี 
2. ความไวตอการเปล่ียนแปลงโครงสรางของแอนติเจนเนื่องจากโมโนโคลนอลแอนติ 

บอดีมีความจําเพาะสูงมาก จึงไวตอการเปล่ียนแปลงตอโครงสรางของแอนติเจนเกาะ
กับพื้นผิวหรือสภาวะท่ีใชในการทดลอง 

3. คุณสมบัติเปล่ียนแปลงงายระหวางข้ันตอนการทําบริสุทธ์ิเนื่องจากโมโนโคลนอล
แอนติบอดีบางกรณีมีความไวตอการเปล่ียนแปลงของคา pH ซ่ึงโพลีโคลนอลแอนติ 
บอดีมักไวตอการเปล่ียนแปลงเหลานี้นอยกวา 

4. ไมสามารถทาํปฏิกิริยาบางอยางได เชน ปฏิกิริยาการตกตะกอน 
 

การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี โดยใชหลักการ somatic hybridization 
 
 ในรางกายมี บี-เซลลและเซลลพลาสมาท่ีสามารถสรางโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอ
แอนติเจนตางๆได แตเม่ือนําเซลลนั้นมาเล้ียงนอกรางกาย เซลลดังกลาวมักจะแบงตัวไดแบบมีขีดจํากัด 
และตายในเวลาอันส้ันทําใหไมสามารถนํามาใชผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยนํามาเล้ียงในหลอด
ทดลองได ในขณะเดียวกัน มีเซลลมะเร็งกลุมหนึ่งซ่ึงกําเนิดมาจากเซลลพลาสมา เรียกวา เซลลมัยอี
โลมา (myeloma cell) มีคุณสมบัติของเซลลมะเร็ง คือ สามารถแบงตัวและมีชีวิตอยูไดตลอดไป เซลล
กลุมนี้บางเซลลอาจสูญเสียความสามารถในการสรางแอนติบอดีทําใหไมสามารถผลิตแอนติบอดีได แต
จะสามารถสรางแอนติบอดีไดถาไดรับยีนอิมมูโนโกลบูลินจาก บี-เซลลหรือเซลลพลาสมาอ่ืน การผลิต
โมโนโคลนอลแอนติบอดี โดยวิธี somatic hybridization มีหลักการโดยการนําคุณสมบัติของเซลลท้ัง
สองชนิดนี้มารวมไวในเซลลเดียวกัน โดยในป ค.ศ. 1975 Köhler และ Milstein ไดคิดคนวิธีผลิตโมโน
โคลนอลแอนติบอดี โดยอาศัยหลักการหลอมรวม (fusion) ระหวาง เซลลมัยอีโลมา กับ บี-เซลลหรือ
เซลลพลาสมาจากมามของหนูท่ีถูกกระตุนดวยแอนติเจน เซลลลูกผสม (hybrid cell) ท่ีเกิดข้ึนมีคุณ
สมบัติพิเศษซ่ึงไดมาจากเซลลตนกําเนิดท้ัง 2 เซลล คือ มีความสามารถในการเจริญเติบโตในหลอด
ทดลองไดตลอดไปเหมือนเซลลมัยอีโลมา และมีความสามารถในการผลิตแอนติบอดีจําเพาะซ่ึงเปนคุณ
สมบัติท่ีไดจากบี-เซลล ดังนั้น ในหลอดทดลองจึงสามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจําเพาะได
ตลอดไปจากการเพาะเล้ียงเซลลลูกผสมดังกลาว (ธารารัชต, 2545) ข้ันตอนการผลิตโมโนโคลนอล
แอนติบอดี แสดงดังรูปท่ี 2.3 
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รูปท่ี 2.3  ข้ันตอนการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
 
 
 

หนู BALB/c 
ฉีดกระตุนดวยแอนติเจน 

มาม หนู  ผลิต B cells 

เซลลมะเร็ง 
(myeloma cells) 

หลอมรวมเซลล  (Fusion) 

เซลลลูกผสม  (Hybridoma cells) 

คัดเลือกเซลลลูกผสมท่ีใหแอนติบอดีจําเพาะตอแอนติเจน 
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ข้ันตอนการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากเซลลของหน ู
1. การเตรียมแอนติเจนเพื่อใชฉีดกระตุนใหสัตวทดลองสรางแอนติบอดีตอแอนติเจนท่ีตองการ

เพื่อใหไดโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอแอนติเจน 
2. การกระตุนระบบภูมิคุมกันของสัตวทดลอง (immunization) เพื่อใหได บี-เซลล ท่ีสราง 

แอนติบอดีท่ีจําเพาะตอแอนติเจนท่ีตองการ แอนติเจนท่ีใชกระตุนหนู มักนิยมผสมใน complete 
Freund’s adjuvant (CFA) ใหเขากันจนเปนอิมัลชัน (emulsion) เพื่อใหหนูสรางแอนติบอดีตอแอนติเจน
ไดดีข้ึน  และทําการฉีดกระตุนซํ้าอีก 1-3 คร้ัง ทุกๆ 2 อาทิตย (booster immunization) โดยใชแอนติเจนท่ี
ผสมใน incomplete Freud’s adjuvant  (IFA) ทดลองเจาะเลือดทางหางเพ่ือหาระดับของแอนติบอดีท่ี
ตองการ ถาระดับไตเตอรสูงมากจะมีโอกาสได บี-เซลลท่ีสรางแอนติบอดีตอแอนติเจนสูง กอนฆาหนู
เพื่อนําเซลลมามมาใช ตองกระตุนเปนคร้ังสุดทาย (final booster) โดยละลายแอนติเจนในน้ําเกลือแลว
ฉีดเขาชองทองกอนจะฆาหนู 3 วัน 

3. การเช่ือมตอเซลล (cell fusion หรือ hybridization) เปนการเช่ือมเซลลมัยอิโลมากับเซลล 
จากมามของหนูที่ไดรับการกระตุนภูมิคุมกันดวยแอนติเจน การเช่ือมตอระหวางเซลลจะอาศัยสารโพลี
เอทาลีนไกลคอล (polyethylene glycol; PEG) ซ่ึงจะทําใหผิวนอกของเซลลท้ังสองเช่ือมรวมกันเปน
เซลลเดียวกัน ทําใหเกิดการรวมกันของโครโมโซมจากเซลลตนกําเนิด เซลลลูกผสมท่ีไดจะมีจํานวน
โครโมโซมเทากับจํานวนรวมของโครโมโซมเซลลตนกําเนิด หลังจากนั้นเม่ือเซลลลูกผสมแบงตัวเพิ่ม
จํานวน บางเซลลอาจมีการสูญหายของโครโมโซมบางอันไปบาง ถาโครโมโซมท่ีสูญหายมียีนของอิมมู
โนโกลบุลิน จะสงผลใหเซลลลูกผสมนั้นหยุดการสรางแอนติบอดี และจะมีเซลลลูกผสมจํานวนหนึ่งท่ี
สามารถแบงตัวตอไปไดโดยไมมีส้ินสุดและยังคงสามารถสรางแอนติบอดีได หลังการหลอมรวมเซลล
จะพบเซลลอยู 3 กลุม คือ เซลลลูกผสม และเซลลตนกําเนิดท้ังสองกลุมท่ีไมไดผสมกับเซลลอ่ืน จึงจํา
เปนตองคัดเลือกเฉพาะเซลลลูกผสมเทานั้นโดยกําจัดเซลลท่ีไมเช่ือมตอออกไป 

4. การกําจัดเซลลท่ีไมถูกหลอมรวม 
เซลลมามเปนเซลลปกติของรางกายจึงไมสามารถเจริญเติบโตในหลอดทดลองไดคือ เม่ือเล้ียง

เซลลประมาณ 2 สัปดาห เซลลกลุมนี้ก็จะตายเอง 
การกําจัดเซลลมัยอีโลมาท่ีไมตองการ เนื่องจากเซลลท่ีใชนั้นเปนเซลลท่ีมีความบกพรองของ

ยีนท่ีใชสรางเอนไซม HGPRT (hypozanthine-guanine phosphoribosyltransferase) มีความสําคัญในกล
ไกการสรางสารนิวคลีโอไทดโดยใช salvage pathway ซ่ึงเซลลปกติสามารถสรางสารนิวคลีโอไทดได
โดยใชท้ัง de novo pathway และ salvage pathway โดยนําเซลลท่ีไดจากการเช่ือมตอไปเล้ียงใน selective 
medium หรือ HAT media ซ่ึงมีสาร 3 ชนิด ไดแก hypoxanthine, aminopterin และ thymidine สําหรับ
สาร aminopterin จะเปนสารท่ียับยั้งการสรางสารนิวคลีโอไทดโดยใช de novo pathway ได เซลลมัยอี
โลมา จึงตายไปเพราะไมมีท้ัง salvage pathway (เพราะขาดเอนไซม HGPRT) และ de novo pathway 
(เพราะถูกยับยั้งโดยสาร aminopterin ) 
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สําหรับเซลลลูกผสม จะสามารถเจริญเติบโตไดใน HAT media เนื่องจากสามารถสรางนิวคลี
โอไทดโดยใช salvage pathway ซ่ึงอาศัย hypoxanthine และ thymidine จาก HAT media เพราะเซลลนี้มี
ยีนท่ีสรางเอนไซม HGPRT ท่ีไดจากยีนของเซลลมาม ดังรูปท่ี 2.4 

5. การคัดเลือกเซลลลูกผสมท่ีตองการ 
เนื่องจากแตละโคลนอาจจะสามารถสรางแอนติบอดีไดตางกัน จึงตองคัดเลือกเอาเซลลลูก

ผสม ท่ีสามารถสรางโมโนโคลนอลแอนติบอดีตามท่ีตองการ ทําไดโดยตรวจคัดหรือตรวจกรอง 
(screen) วัดแอนติบอดีท่ีอยูในน้ําเล้ียงเซลล โดยใชวิธีทดสอบทาง ELISA ซ่ึงอาศัยความสามารถใน
การจับกับแอนติเจนท่ีตองการ เม่ือไดเซลลลูกผสมท่ีตองการแลวเพื่อใหแนใจวามีตนกําเนิดมาจาก
เซลลเดียวสามารถนํามาทํา cloning ซํ้าอีกหลายคร้ังตามวิธีในขอ6 เพื่อใหมั่นใจวาเปนโมโนโคลนอล
จริง และสามารถเก็บรักษาเซลลไดตลอดไป โดยนําไปแชแข็งในไนโตรเจนเหลว ซ่ึงสามารถนําออก
มาเพาะเล้ียงไดตลอดเวลา 

6. การทําใหไดเซลลเดี่ยว (cloning) 
 เพื่อใหไดเซลลท่ีมีตนกําเนิดจากเซลลเดียววิธีการที่นิยมใชคือ วธีิ limiting dilution โดยการ
เพาะเล้ียงเซลลหลังจากการเช่ือมตอท่ีความเจื่อจางเซลลระดับต่ํามากจนได 1 เซลลตอหลุม ดังนั้นเซลล
ท่ีไดจึงมีตนกําเนิดจากเซลลลูกผสมเร่ิมตนเพียงเซลลเดียว 
      Myeloma (HGPRT-)              B cell 

 
รูปท่ี 2.4  เซลลท่ีไดจากการเช่ือม บีเซลล เขากับ มัยอีโลมาและการคัดเลือกเซลลลูกผสม 

(รณชัย  ปรารถนาผล, 2546) 

Cell fusion 
De novo pathway De novo pathway 

De novo pathway De novo pathway De novo pathway 

Salvage pathway Salvage pathway 

Salvage pathway Salvage pathway 

  Myeloma (HGPRT-)                             Hybridoma       B cell 
Viable 

Salvage pathway 

No drug 
selection 

Drug selection 
(HAT medium) Viable Non Viable Non Viable (in tissue culture) 

Non Viable (in tissue culture) 
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2.1.4 หลักการ ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) 
  เทคนิค ELISA สามารถแบงตามหลักการไดเปนสองประเภทใหญๆ คือ 

(1) Competitive ELISA  
  ใชในการตรวจหาและวัดปริมาณของแอนติเจนหรือแอนติบอดี  หลักการของการ
ทดสอบคือ เคลือบ 96 well plate ดวยแอนติเจน   เติมส่ิงสงตรวจท่ีตองการตรวจหาแอนติบอดีลงไป
ตรวจดูแอนติบอดีท่ีทําปฏิกิริยากับแอนติเจนดวยแอนติบอดีตออิมมูโนโกลบุลินท่ีติดฉลากดวย
เอนไซม โดยอาศัยดูการเปล่ียนแปลงสีของ substrate ท่ีเติมลงไปในข้ันตอนสุดทาย  การเปล่ียนแปลง
สีของ substrate จะเปนสัดสวนกลับกับปริมาณแอนติบอดีท่ีตรวจสอบ (นภาธร  บานช่ืน, 2541: 18) 
  หลักการอาศัยการใชแอนติเจนท่ีติดฉลากดวยเอนไซม (antigen-enzyme conjugate) 
หรือ ใชแอนติบอดีท่ีติดฉลากดวยเอนไซม (antibody-enzyme conjugate) เปนรีเอเจนต (reagent) ในการ
ทดสอบ ข้ันตอนแรกเคลือบ 96 well plate ดวยแอนติเจน เติมแอนติบอดีจําเพาะ (ปริมาณคงที่) 
พรอมกับแอนติเจนจําเพาะ (แอนติเจนมาตรฐานปริมาณตางๆหรือแอนติเจนท่ีมีอยูในส่ิงสงตรวจ)  
ในหลอดทดลองที่เติมแอนติเจนลงไปดวย  แอนติเจนจะไปแยงจับกับแอนติบอดีทําใหแอนติบอดี
นั้นจับกับแอนติเจนท่ีเคลือบบน plate ไดนอยลง ดังนั้นเม่ือลางสวนที่ไมทําปฏิกิริยาแลวเติม
แอนติบอดีตออิมมูโนโกลบุลินท่ีติดฉลากดวยเอนไซม (enzyme-labelled anti-immunoglobulin)  
แลวจึงเติมซับสเตรตลงไป การเปล่ียนแปลงของ substrate จะเปนสัดสวนกลับกับปริมาณของ
แอนติเจนในส่ิงสงตรวจหรือแอนติเจนมาตรฐานท่ีเติมลงไป (นภาธร  บานช่ืน, 2541: 6) 

(2) Non-competitive ELISA 
  เปนวิธีท่ีตรวจหาและวัดปริมาณของแอนติเจนหรือแอนติบอดี เทคนิคการทํา non-
competitive ELISA มีหลายวิธีแตท่ีนิยมและใชในงานวิจัย คือ Indirect ELISA ซ่ึงเปนวิธีท่ีตรวจหา
และวัดปริมาณของแอนติบอดี ทดสอบโดยใหแอนติเจนท่ีจําเพาะตอแอนติบอดีท่ีตองการตรวจหา 
ยึดติดกับผิววัสดุแลวเติมตัวอยางตรวจท่ีตองการหาแอนติบอดีลงไป แอนติบอดีจะทําปฏิกิริยากับ
แอนติเจน ลางและเติมแอนติ-อิมมูโนโกลบุลินท่ีติดฉลากดวยเอ็นไซมลงไป หลังจากลางและเติม
สับเสตรทสําหรับเอ็นไซมแลวนําไปวัดปริมาณสีท่ีเกิดข้ึน ซ่ึงสีท่ีเกิดข้ึนจะเปนสัดสวนโดยตรงกับ
ปริมาณแอนติบอดีในตัวอยางตรวจ (นภาธร  บานช่ืน, 2541: 6) 
 

2.2  งานวิจัยท่ีเก่ียวของ 
 ปญหาสารตกคางในกลุมไนโตรฟูแรนในประเทศไทย 

 จากการศึกษาปญหาสารตกคางกลุมไนโตรฟูแรนในเนื้อไกของพื้นท่ีสํานักสุขศาสตรสัตวและ
สุขอนามัยท่ี 1 อําเภอเมือง จังหวัดปทุมธานี ไดทําการศึกษาจากการรวบรวมขอมูลจากรายงานการตรวจ
พบสารตกคางกลุมไนโตรฟูแรนในเนื้อไก รายงานสอบสวนฟารมและรายงานสงตัวอยางอาหารสัตว น้ํา
ใชในฟารมสงตรวจวิเคราะหทางหองปฏิบัติการ ตั้งแตเดือนมีนาคม 2545-กันยายน 2546 พบวาสารตก
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คางกลุมไนโตรฟูแรน ประเภทสารเมแทบอไลต กลุมไนโตรฟูแรนท่ีตรวจพบมากท่ีสุดคือ สาร AMOZ 
รองลงมาคือ AOZ  และ SCA คิดเปนรอยละไดเทากับ 41.38   36.78  และ 14.94  เปอรเซ็นต ตามลําดับ 
(สุริยะ  กาวงษกลาง และ อัชวัน  โกมลเสวิน, 2546) 
 
การตรวจติดตามสารตกคางไนโตรฟูแรน 

ในการใชเทคนิค  liquid chromatographic (LC) สําหรับตรวจติดตามหาปริมาณสารไนโตรฟู
แรน  NFZ , NFT และ FTD  ในกลามเน้ือปลาดุก โดยการสกัดสารท่ีตกคางออกจากเนื้อเยื่อดวย 
acetonitrile พบวาเม่ือใหยา 10 มิลลิกรัมตอน้ําหนักตัว 1 กิโลกรัม จะตรวจพบยาท่ีเนื้อเยื่อได มากกวา 
400 นาโนกรัมตอเนื้อเยื่อ 1 กรัมหลังจากใหยาเปนเวลา 2 ช่ัวโมง แตจะลดลงอยางรวดเร็วท่ีประมาณ 1 
นาโนกรัมตอเนื้อเยื่อ 1 กรัมหลังจากใหยาเปนเวลา 8 ช่ัวโมง (Rupp และคณะ, 1994) และเม่ือตรวจติด
ตาม  NFZ, FZD และ FTD ในเนื้อเยื่อของกลามเนื้อ เปด-ไก และสุกร โดยสกัดสารตกคางในตัวอยาง
ดวย สารละลายผสมระหวาง dichloromethane และ ethyl acetate และในไขเปด ไขไก  โดยใชสารละลาย
ผสมดังกลาวรวมกับ  acetonitrile  สามารถตรวจพบ ไนโตรฟูราโซน  FZD เทากับ 1 ไมโครกรัมตอ
กิโลกรัม และ FTD เทากับ 2 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม ในเนื้อเยื่อกลามเนื้อและไข ผลจากการศึกษาคร้ังนี้ 
แสดงใหเห็นวาปริมาณ FTD ในเนื้อเยื่อกลามเน้ือจะลดนอยลงอยางรวดเร็วและสม่ําเสมอเม่ือเก็บท่ี -18 
องศาเซลเซียส ซ่ึงพบวา  FTD  ท่ีพบในไขเสถียรมากกวาสารตัวอ่ืน (Kumar  และคณะ, 1994)  

นอกจากน้ียังไดมีการใชเทคนิค HPLC  เพื่อกําหนดการแยกอนุพันธุและการหาปริมาณของ  
ไนโตรฟูแรนท้ัง 3 ชนิดไดแก NFT, FZD และ FTD ท่ีตกคางในนํ้านมโดย mobile phase ท่ีเหมาะสมคือ
สารละลาย 0.1 M acetonitrile ใน sodium perchlorate (28:72) กับ glacial acetic acid เปอรเซ็นต 0.5 (Diaz  
และคณะ,1997) ตอมาไดมีการใช LC-MS-MS วิเคราะหสารเมแทบอไลตของยาปฏิชีวนะไนโตรฟูแรน 
ท้ัง 4 ตัวไดแก  FZD,  FTD, NFZ  และ NFT ในกลามเนื้อของสัตวไดพรอมกัน โดยใชการสกัดตัวอยาง
กับ polystyrene sorbent  โดยเปล่ียนแปลงอนุพันธุของสารดวย 2-nitrobenzaldehyde สามารถตรวจพบ
ในเนื้อเยื่อได 0.5-5 นาโนกรัมตอกรัม และตรวจเชิงปริมาณไดในชวง 2.5-10 นาโนกรัมตอกรัม จึงไดมี
การนําไปพัฒนาเปนวิธีการวิเคราะหในตัวอยางเนื้อเยื่อท่ีมีการปนเปอนของ FZD และ FTD ในหมู เพื่อ
ใชเปนตัวบงช้ีและหาเชิงปริมาณของสาร เมแทบอไลตไนโตรฟูแรน (Leitner และคณะ,2001)  

ดังนั้นการตรวจติดตามสารตกคางของยาปฏิชีวนะไนโตรฟูแรน จึงไดมุงไปท่ีการตรวจสารท่ี
จับติดกับเนื้อเยื่อซ่ึงเกิดจากการยอยสลายสารเมแทบอไลตไนโตรฟูแรน (protein-bound nitrofuran 
metabolites) เปรียบเทียบกับสารต้ังตนจึงไดมีรายงานท่ีกลาวถึงการทํา solid phase extraction clean-up 
สําหรับ FZD ท่ีเมแทบอไลซเปน AOZ โดยสามารถตรวจสารเมแทบอไลตท่ีเปล่ียนแปลงอนุพันธุ 
(NPAOZ) โดยทําการศึกษาจากตัวอยางตับหมู โดยใชเทคนิค Liquid chromatography, UV หรือ tandem 
mass spectrophotometer ในการตรวจติดตาม (Conneely และคณะ,2003) 

จากรายงานการวิจัยตางๆพบวาการตรวจโดยหลักภูมิคุมกันวทิยามีความจําเพาะสูงเนื่องจาก 
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สามารถตรวจติดตามสารตกคางในปริมาณนอยไดดี จึงไดมีการศึกษาและผลิตพอลิโคลนอลแอนติบอดี
ตออนุพันธุของสาร AOZ ท่ีไดจากการเปล่ียนแปลงอนุพันธุ AOZ ดวย 3-carboxybenzaldehyde (CBA) ได
เปน 3-{[(3-carboxyphenyl) methylene]amino}-2-oxazolidinone (CPAOZ) หลังจากนั้นทําการเช่ือมตอกับ
โปรตีนพาหะ (carrier protein) คือ human serum albumin (HAS) นําไปฉีดกระตุนในสัตวทดลองไดพอลิ
โคลนอลแอนติบอดีท่ีเปนแอนติบอดีท่ีเหมาะสําหรับเทคนิควิเคราะหทางภูมิคุมกันวิทยาของ AOZ ซ่ึง
จะใหความไวเพียงพอเปนไปตามหลักการสําหรับติดตามสารที่ตกคางในสัตว แอนติบอดีท่ีไดจะมี
ความจําเพาะสูงตอ NPAOZ และจะไมเกิดปฏิกิริยาขามกับสารเมแทบอไลตไนโตรฟูแรนชนิดอ่ืนซ่ึง
รายงานฉบับนี้เปนรายงานฉบับแรกท่ีไดศึกษาการตรวจหาสารตกคางไนโตรฟูแรนท่ีถูกเมแทบอไลต 
ดวยเทคนิคท่ีไช แอนติบอดีในการตรวจติดตามสารตกคางไนโตรฟูแรน (Cooper  และคณะ  2004) 
 ในปตอมาไดมีรายงานการวิจัยท่ีตอเนื่องกับงานวิจัยเบ้ืองตนในการตรวจติดตามสารตกคาง 
ไนโตรฟูแรน AOZ ในตัวอยางอาหาร ไดแก กุง  เปด  ไก  เนื้อวัว  เนื้อหมู  ดวยวิธี ELISA โดยใชโมโน
โคลนอลแอนติบอดี ซ่ึงการเตรียมตัวอยางสําหรับใชในการวิเคราะหนั้น จะทําการยอยตัวอยางดวยกรด 
และเปล่ียนอนุพันธุของสาร AOZ ท่ีหลุดออกจากเนื้อเยื่อ ดวย o-nitrobenzaldehyde ไดสาร AOZ อยูใน
รูปของอนุพันธุ p-nitrophenyl 3-amino-2-oxazolidinone (NPAOZ) ผลท่ีไดพบวาท่ีระดับสารตกคาง
ปริมาณ  0.4  ไมโครกรัมตอกิโลกรัม ในตัวอยางอาหารจะไมสงผลในการรบกวนคาตัวควบคุมลบ และ
การตรวจติดตามท่ีไดจะใหผลความไวท่ีใกลเคียงกับเทคนิค LC-MS/MS (ซ่ึงเปนวิธีท่ีกําหนดใหใช
ตรวจยืนยันผล) โดยสามารถตรวจวัดสารตกคางดังกลาวไดต่ํากวา 0.3 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม  และให
ผลท่ีสอดคลองกันคือ จะพบสารดังกลาวปนเปอนในตัวอยางเน้ือกุงและเน้ือเปด-ไก ปริมาณ 0-32.1 และ 
0–10.5 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม  ตามลําดับ (Diblikora  และคณะ  2005) 

จากรายงานการตรวจติดตามสารตกคาง AMOZ พบวา นิยมตรวจติดตามโดยใชเทคนิค LC-
UV, LC-MS หรือ LC-MS/MS และเทคนิค enzyme immunoassays สําหรับวิธี ELISA นั้นจะมีขอดี เม่ือ
เปรียบเทียบกับวิธีโครมาโทกราฟฟ คือ จะมีความไวสูง ไมตองใชเคร่ืองมือท่ีมีราคาแพง ตราวจตัวอยาง
ไดเปนจํานวนมาก และสามารถตรวจสอบไดในเวลาที่รวดเร็ว  ดังนั้นการทดสอบสารไนโตรฟูแรน 
AMOZ จึงมีชุดตรวจสอบโดยใชหลักการ ELISA ท่ีใชชื่อทางการคาวา  RIDASCREEN®  ผลิตโดย
บริษัท Prime biotech (Canada) ซ่ึงสามารถตรวจติดตาม AMOZ ในเนื้อกุง  ไก  หมู  วัว   โดยสกัดสารตก
คางออกจากเนื้อสัตวดวยกรดไฮโดรคอริก และเปล่ียนอนุพันธุสาร AMOZ ดวย 2-Nitrobenzoic 
aldehyde (NBA) โดยพบวาปริมาณตํ่าสุดท่ีตรวจวัดไดอยูท่ี 0.2 ppb และใหคาเปอรเซ็นตของปฏิกิริยา
ขามกับสารในกลุมไนโตรฟูแรนกับสาร AOZ   AHD และ SCA เปน 0.05 เปอรเซ็นต  
 จากงานวิจัยท่ีเกี่ยวของ พบวาโดยสวนมากจะตรวจพบสาร AMOZ ในตัวอยางมากกวา สารเม
แทบอไลตไนโตรฟูแรนชนิดอ่ืน ดังนั้นโครงการนี้จึงเนนท่ีจะพัฒนาความสามารถในการผลิตโมโน
โคลนอลแอนติบอดี ท่ีมีความจําเพาะตอสาร AMOZ เพื่อใชเปนแนวทางในการพัฒนาเปนชุดตรวจหา
สารตกคาง AMOZ โดยใชหลักการทางภูมิคุมกันวทิยาวิทยาตอไป 
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บทที่  3 

อุปกรณและวิธีดําเนินการทดลอง 
 

3.1 เคร่ีองมือ  วัสดุและอุปกรณท่ีใชในการวิจัย 
 
ตารางท่ี 3.1 เคร่ืองมือ วัสดุและอุปกรณท่ีใชในการวิจัย 
 

วัสดุและอุปกรณ แหลงท่ีมา 
1. สัตวทดลองใช หนู Mouse สายพันธุ  BALB/c 
(inbred strain) เพศเมีย 

สํานักสัตวทดลองแหงชาติ 
มหาวิทยาลัยมหิดล 

2. เซลลมัยอีโลมาP3/NSI/1-4A4-1 (NS-I) ATCC No: TIB 18 
3. เคร่ืองมือตางๆ 
    - เคร่ือง  Lyophilizer 
    - กลองจุลทรรศนชนิดหัวกลับ  
    - เคร่ืองปนเหวี่ยง          
    - เคร่ืองวัดความเปนกรด-ดาง      
    - เคร่ือง Microtiterplate reader  
    - เคร่ืองวัดการดูดกลืนแสง 
    - เคร่ืองมือนับเซลล       
    - ตูบมท่ีมีคารบอนไดออกไซด    
    - ตูปลอดเช้ือ  
    - หมอนึ่งฆาเช้ือ       
    - ปมลม    
    - ปเปตตอัตโนมัต 
    - เคร่ือง SCAI-DRY TRANSFER CELL        
    - เคร่ือง Thermo mixer compact  
    - เคร่ือง Compact ROCKER CR300 
    - กลอง PL-B Type 8x10 INCH 

 
Yamato (Japan) 
Nikon (Japan) 
MSE (England) 
Mettler Toledo  
Titertek multiskan (Finland) 
BIO-TEK Instruments, Inc (USA) 
Boeco (Germany) 
Revco, Yamato (Japan) 
Cambrige (Thaialnd) 
Udono-RII (Japan)  
Iwaki (Japan) 
Gilson (France) 
BIO-RAD 
Eppendorf 
Finemould Precision ind.co. 
OKAMOTO 

 
 
 



                                                                                                
                                                                                             

 

25 

 

ตารางท่ี 3.1 เคร่ืองมือและอุปกรณท่ีใชในการวิจัย (ตอ) 
 

วัสดุและอุปกรณ แหลงท่ีมา 
4. อุปกรณตางๆ 
    - จานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลุม 
    - จานเล้ียงเซลลชนิด 96 หลุม       
    - ขวดเล้ียงเซลลขนาด 10 และ 250 มิลลิลิตร      
    - ขวดแกว        
    - หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร   
    - หลอดปนเหวี่ยงขนาด 50 มิลลิลิตร   
    - กระบอกฉีดยาขนาด 1 และ 5 มิลลิลิตร      
    - เข็มฉีดยาขนาด 18G และ 21G    
    - ปเปตตแกว      

 
Nunc (Denmark) 
Nunc (Denmark) 
Nunc (Denmark) 
Boro (Germany)  
Axygen (USA) 
Nunc (Denmark) 
Nipro (Thailand) 
Nipro (Thailand) 
HBG (Germany)  

  
3.2 สารเคมีท่ีใชในการวิจัย 

ตารางท่ี 3.2  สารเคมีท่ีใชในการวิจัย 

สารเคมี หนาท่ี แหลงท่ีมา 

1. Acrylamide  gel ใชในเทคนิค SDS-PAGE บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

2. AHD (1-Aminohydantoin) ทดสอบปฏิกิริยาขาม บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
3. Aminopterine เตรียมอาหารคัดเลือกเซลล บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
4. AMOZ (3-amino-5-morpholino 
  methyl-2-oxazolidone) 

ทดสอบความจําเพาะของ
โมโนโคลนอลแอนติบอดี 

บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

5. Anti-mouse IgG Horseradish 
linked whole antibody 

ใชในเทคนิค Western blot 
GE Healthcare UK Ltd. 
Amersham Place , USA 

6. AOZ (3-amino-2-oxazolidone) ทดสอบปฏิกิริยาขาม บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

7. APS (Ammoniumpersulfat) 
เตรียมเจลในเทคนิค SDS-
PAGE 

บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

8. BCA protein assay kit วิเคราะหปริมาณโปรตีน บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
9. Beta-mercaptoethanol ใชในเทคนิค SDS-PAGE บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
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ตารางท่ี 3.2  สารเคมีท่ีใชในการวิจัย (ตอ) 

สารเคมีท่ีใชในการวิจัย หนาท่ี ท่ีมา 

10. Bovine serum albumin (BSA) 
โปรตีนมาตรฐานและใช
เช่ือมกับ CPAMOZ 

บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

11. Bromophenol blue เตรียมตัวอยาง SDS-PAGE บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
12. Butanol เตรียมสารละลาย นินไฮดริน บริษัท Merck, Germany 
13. Chloramphenicol (CAP) ทดสอบปฏิกิริยาขาม บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

14. 3-carboxybenzaldehyde (CBA) 
เปล่ียนอนุพันธุสาร AMOZ
และทดสอบปฏิกิริยาขาม บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

15. Citric acid เตรียมสารละลายบัฟเฟอร บริษัท Merck, Germany 
16. Clenbuteral ทดสอบปฏิกิริยาขาม บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
17. 3-{[(3-carboxyphenyl)methyl 
lene]amino}-5-morpholinomethyl-
2-oxazolidone (CPAMOZ) 

เตรียมแอนติเจนและใช
ทดสอบความจําเพาะ 

เตรียมท่ีสถาบันเทคโนโลยีชีว
ภาพฯ จุฬาฯ 

18. CPAMOZ-cBSA conjugate ฉีดกระตุนหนูทดลอง 
เตรียมท่ีสถาบันเทคโนโลยีชีว
ภาพฯ จุฬาฯ 

19. CPAMOZ-OVA  conjugate เทคนิค ELISA 
เตรียมท่ีสถาบันเทคโนโลยีชีว
ภาพฯ จุฬาฯ 

20. Coomassie Brilliant blue R-250 ยอมเจล SDS-PAGE บริษัท Pierce, USA 

21. Copper sulfate  
เตรียมสารละลายวัดปริมาณ
โปรตีน 

บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

22. Developer and replenisher ลางฟลม X-ray Kodak GBX, USA 
23. D-glucose เตรียมอาหารเล้ียงเซลล บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
24. Diethyl ether สลบหนูทดลอง บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
25. Dimethyl sulfoxide (DMSO) เตรียมอาหารเก็บเซลล บริษัท Fluka, Switzerland 
26. Disodium hydrogenphosphate เตรียมสารละลายบัฟเฟอร บริษัท Carlo erba, USA 
27. 1-ethy-3-(3-dimethylaminopro 
pyl)carbodiimide (EDC) 

เตรียมแอนติเจน บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

28. Enrofloxacin ทดสอบปฏิกิริยาขาม บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
29. Fetal bovine serum  เตรียมอาหารเล้ียงเซลล บริษัท Invitromex, USA 
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ตารางท่ี 3.2  สารเคมีท่ีใชในการวิจัย (ตอ) 

สารเคมีท่ีใชในการวิจัย หนาท่ี ท่ีมา 
30. Fixer and replenisher ลางฟลม X-ray Kodak GBX, USA 
31. Flumequine ทดสอบปฏิกิริยาขาม บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

32. Folin-ciocalteu phenol reagent 
เตรียมสารละลายวัด
ปริมาณโปรตีน 

บริษัท Merck, Germany 

33. Furaltadone (FTD) 
ทดสอบความจําเพาะของ
โมโนโคลนอลแอนติบอดี 

บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

34. Furazolidone (FZD)  ทดสอบปฏิกิริยาขาม บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
35. glycerol เตรียม Sample buffer บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
36. glycine เตรียม Running buffer บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
37. Hydrochloric  acid  (HCl) เตรียม Tris buffer บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
38. Hydrogen peroxide (H2O2) เตรียมสับสเตรต บริษัท Fluka, Switzerland 
39. Hypoxanthine เตรียมอาหารคัดเลือกเซลล บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
40. L-glutamine เตรียมอาหารเล้ียงเซลล บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
41. Methanol ตัวทําละลาย บริษัท BDH, England 

42. Ninhydrin 
เตรียมสารละลายใชใน
เทคนิค TLC 

บริษัท Pierce, USA 

43. Norfloxacin ทดสอบปฏิกิริยาขาม บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
44. Nitrofurantoin (NFT) ทดสอบปฏิกิริยาขาม บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
45. Nitrofurazone (NFZ) ทดสอบปฏิกิริยาขาม บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
46. N-Hydroxysuccinimide (NHS) เตรียมแอนติเจน บริษัท Fluka, china 
47.1-((2-nitrophenyl)methylene 
amino)-2,4imidazolidinone 
(NPAHD) 

ทดสอบปฏิกิริยาขาม บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

48.5-methylmorpholine-3-((2-nitro 
phenyl)methylene)amino-2-oxazo 
lidinone (NPAMOZ) 

ทดสอบความจําเพาะของ
โมโนโคลนอลแอนติบอดี 

บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
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ตารางท่ี 3.2  สารเคมีท่ีใชในการวิจัย (ตอ) 

สารเคมีท่ีใชในการวิจัย หนาท่ี ท่ีมา 
49. 3-((2-nitrophenyl)methylene) 
amino-2-Oxazolidinone (NPAOZ) 

ทดสอบปฏิกิริยาขาม บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

50.2-nitrobenzaldehyde-
semicarbazone (NPSCA) 

ทดสอบปฏิกิริยาขาม บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

51. O-phenylenediamine (OPD) เตรียมสับเตรต บริษัท Abkem Iberia S.L., Spain 
52. Ovalbumin (OVA) เตรียมแอนติเจน บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
53. Oxytetracycline ทดสอบปฏิกิริยาขาม บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
54. Penicllin G ทดสอบปฏิกิริยาขาม บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
55. Peroxidase-Rabbit Anti-Mouse 
IgG (Gamma chain Specific) 

ทดสอบ ELISA บริษัท Zymed, USA 

56. Picrylsulfonic acid 
เตรียมสารละลายในการวัด
ประสิทธิภาพการเช่ือมติด 

บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

57. Polyethylene glycol (PEG) 
สารส่ือในการหลอมรวม
เซลล 

บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

58. Potassium tartate 
เตรียมสารในการหา
ปริมาณโปรตีน บริษัท Merck, Germany 

59. Pyridine 
สารกลางในการเปล่ียนสาร 
AMOZ เปน CPAMOZ บริษัท Carlo  Erba , USA 

60. Pyruvic acid เตรียมอาหารเล้ียงเซลล บริษัท Invitromex, USA 
61. RPMI 1640 medium  เตรียมอาหารเล้ียงเซลล บริษัท Invitromex, USA 
62.  Salbutamol ทดสอบปฏิกิริยาขาม บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
63.  Semicarbazide (SCA)  ทดสอบปฏิกิริยาขาม บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
64. Sodium bicarbonate  เตรียมสารละลายบัฟเฟอร บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
65. Sodium cabonate  เตรียมอาหารเล้ียงเซลล บริษัท Merck, Germany 
66. Sodium chloride  เตรียมสารละลายบัฟเฟอร บริษัท Merck, Germany 
67. Sodium dihydrogen phosphate   เตรียมสารละลายบัฟเฟอร บริษัท Carlo erba, USA 

68. Sodium dodecyl sulphate (SDS)  
เตรียมเจลในเทคนิค SDS-
PAGE 

บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
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ตารางท่ี 3.2  สารเคมีท่ีใชในการวิจัย (ตอ) 

สารเคมีท่ีใชในการวิจัย หนาท่ี ท่ีมา 
69. Sodium pyruvate เตรียมอาหารเล้ียงเซลล บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
70. Sulfuric acid หยุดปฏิกิริยาของเอนไซม บริษัท Merck, Germany 
71. N,N,N,N -Tetramethyl-Ethylene 
diamine (TEMED) 

เตรียมเจลในเทคนิค SDS-
PAGE 

บริษัท Pierce, USA 

72. Thymidin เตรียมอาหารเล้ียงเซลล บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
73. Tris (hydroxymethyl) 
aminomethane 

เตรียมสารละลายบัฟเฟอร บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

74. Tween 20 เตรียมสารละลายบัฟเฟอร บริษัท Sigma-Aldrich, USA 

75. นมพรองมันเนย ทดสอบ ELISA 
บริษัท Mission health food, 
Thailand 

 
 
3.3 การดําเนินงานวิจัย 
 

ในงานวิจัยนี้เปนการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ AMOZ ซ่ึงเปนสารเมแทบอไลตของยา
ไนโตรฟูแรนฟูรัลทาโดน ในข้ันตนทําการเตรียมอนุพันธุของ AMOZ ใหอยูในรูปของ CPAMOZ เพื่อนํา
ไปเช่ือมติดกับโปรตีนพาหะ cBSA (BSA ท่ีผานปฏิกิริยาเพื่อเพิ่มจํานวนหมูเอมีน, cationized BSA) หลัง
จากน้ันนําสารเช่ือม CPAMOZ-cBSA  ไปฉีดกระตุนหนูทดลองสายพันธุ BALB/c เพศเมีย เพื่อกระตุน
ระบบภูมิคุมกันของหนูใหสรางแอนติบอดี จากน้ันนําเซลลจากมามของหนูท่ีสรางแอนติบอดีท่ีตองการ
มาหลอมรวมกับเซลลมัยอีโลมาของหนู เพื่อใหไดเซลลไฮบริโดมาท่ีมีคุณสมบัติเดนเหมือนเซลลท้ังสอง
ชนิด คือ สามารถผลิตและหล่ังแอนติบอดีและสามารถเจริญไดไมจํากัดในอาหารเล้ียงท่ีเหมาะสมในหอง
ปฏิบัติการจากนั้นทําการคัดเลือกเซลลไฮบริโดมาท่ีผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอ 
CPAMOZ และ AMOZ แลวนําเซลลไฮบริโดมาท่ีคัดเลือกไดมาเพ่ิมจํานวนเซลลเพื่อใหผลิตโมโนโคล
นอลแอนติบอดี และศึกษาสมบัติเบ้ืองตนของโมโคลนอลแอนติบอดี ไดแก ทดสอบไอโซไทป ทดสอบ
ความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ CPAMOZ และ AMOZ ทดสอบปฏิกิริยาขามกับสารใน
และนอกกลุมไนโตรฟูแรน และการทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหบริสุทธ์ิ   
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3.4  วิธีการวิจัย 
 3.4.1 การเตรียมแอนติเจน 
   

3.4.1.1 การเปล่ียนแปลงอนุพันธุของสาร AMOZ เปน CPAMOZ 
 
โดยนํา 50 mM ของสาร AMOZ มาทําปฏิกิริยากับ 25 mM ของสาร 3-carboxybenzaldehyde 

(CBA) ดวยวิธีการ reflux ซ่ึงมี dry pyridine 1 มิลลิลิตร เปนตัวกลางชวยใหเกิดปฏิกิริยา และมี 
molecular sieve ชวยดูดน้ําท่ีเกิดข้ึนในปฏิกิริยา ท่ีอุณหภูมิ 92 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16 ช่ัวโมง หลัง
จากนั้นดึง pyridine ออกจากระบบดวยแกสไนโตรเจน  ทดสอบผลการเกิดปฏิกิริยาดวยหลักการของ
เทคนิค ทินเลเยอรโครมาโทกราฟฟ (TLC) โดยใชระบบตัวทําละลาย ท่ีประกอบดวย 10% เมทานอล 
ละลายใน chloroform ดูแถบของสาร Pyridine, CBA และ CPAMOZ ดวยแสงยูวี และดูแถบของสาร 
AMOZ โดยยอมดวยสารละลายนินไฮดริน นําแถบท่ีไดไปคํานวณหาคา Rf สูตรการคํานวณหาคา ดังนี้ 
 Relative mobility (Rf)     =           ระยะทางท่ีสารเคล่ือนท่ี (เซนติเมตร) 
           ระยะทางท่ีตัวทําละลายเคล่ือนท่ี (เซนติเมตร) 
 เก็บสาร CPAMOZ ท่ีเตรียมไดไวท่ี -4 องศาเซลเซียส  
 

3.4.1.2 การเตรียม Super carrier Protein (cBSA) หรือ cationized BSA 
  

 นํา 50 มิลลิกรัม ของโปรตีน BSA ละลายในสารละลาย 0.1 M โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร พี
เอช 7.4 ท่ีมี 1 M Ethylendlamin dihydrochlorid (EDA) 10 มิลลิลิตร หลังจากนั้นเติม 1-ethy-3-(3-
dimethylaminopropyl)carbodiimide  (EDC) 20 มิลลิกรัม กวนเบาๆตั้งท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 
2 ช่ัวโมง นําไป dialysis ดวย 0.1 M โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.4  เปล่ียนบัฟเฟอร 2 คร้ังตอ
วัน เปนเวลา 3 วัน นําสารละลายท่ีไดทําใหแหงดวยเทคนิค Lyophilize นําไปวัดปริมาณโปรตีน 
โดยวิธี Lowry Protein assay และหาคาเปอรเซ็นตของหมูเอมีนท่ีเพิ่มข้ึน ดวยเทคนิค TNBSA ยืน
ยันผลการเตรียม cBSA โดยการหาน้ําหนักโมเลกุลของสารดวยเทคนิค Matrix-assisted laser 
desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF-MS) เก็บท่ี 4 องศาเซลเซียส 
ในรูปผงสีขาว (Coillie, 2004) 
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(1) การเตรียมแอนติเจนเพื่อใชฉีดกระตุนสัตวทดลอง  

เช่ือมติดสาร CPAMOZ กับโปรตีน cBSA  เตรียมไดจากนําสาร CPAMOZ ท่ีเตรียมได
จากขอ ก.  0.044 M (5.33 มิลลิกรัม) ละลายใน ไดเมทิลฟอรมาไมด (DMF) ท่ีปราศจากนํ้าปริมาตร 0.4 
มิลลิลิตร กวนเบาๆดวยแทงกวนแมเหล็ก เติม  0.1 M EDC (19.17 มิลลิกรัม) ตามดวย 0.025 M NHS (2.88 
มิลลิกรัม) หลังจากนั้นคอย เๆติม cBSA 18.74 มิลลิกรัม ท่ีละลายในบัฟเฟอร 0.1 M ฟอสเฟตบัฟเฟอรมี พี
เอช 7.4 ปริมาตร 0.6 มิลลิลิตร กวนเบา  ๆตั้งท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 2 ชั่วโมง หลังจากนั้นดึงสารท่ีไมได
เช่ือมติดออกจากระบบดวยการนําไป ไดแอลิซิส เปนเวลา 3 วัน หลังจากนั้นนําสารละลายท่ีไดไปหา
ปริมาณโปรตีนดวยวิธีการ Lowry Protein assay (วิธีการในภาคผนวก ข ขอ 2)  และหาเปอรเซ็นตของการ
เช่ือมติดสาร CPAMOZ-ed-cBSA ดวยวิธี TNBSA (วิธีการในภาคผนวก ข ขอ 3) และยืนยันผลการเช่ือม
ติดดวยการสงตัวอยางหาน้ําหนักโมเลกุลของสารดวย MALDI-TOF MS หลังจากนั้นนําสารละลายท่ี
เตรียมไดแบงใสหลอดเก็บท่ี -70 องศาเซลเซียส เพื่อใชสําหรับฉีดกระตุนสัตวทดลองตอไป  

 
(2) การเตรียมแอนติเจนเพื่อใชในการทํา Screening test ดวยเทคนิค Indirect ELISA 
 
ทําการเช่ือมสาร CPAMOZ กับ OVA ไดเปน CPAMOZ-ed-OVA เพื่อนําไปเคลือบ

จานชนิด 96 หลุม (96 wells plate) สําหรับใชหาระดับแอนติบอดีในซีรัมและคัดเลือกโคลนท่ีผลิตโมโน
โคลนอลแอนติบอดีตอ CPAMOZ โดยนําสาร CPAMOZ 0.044 M (5.83 มิลลิกรัม)  ละลายใน DMF 
ปริมาตร 0.05 มลิลิลิตร กวนเบาๆ คอยๆเติม  0.1 M EDC (19.17 มิลลิกรัม) หลังจากนั้นคอยๆเติม OVA 
10 มิลลิกรัม ท่ีละลายในบัฟเฟอร 0.1 M ฟอสเฟตบัฟเฟอรมี พีเอช 7.4 ปริมาตร 0.95 มิลลิลิตร กวนเบาๆ 
ตั้งท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 2 ช่ัวโมง นําไป dialysis เปนเวลา 3 วัน แลวจึงนําสารละลายท่ีไดไปหา
ปริมาณโปรตีนดวยวิธีการ Lowry Protein assay และหาเปอรเซ็นตของการเช่ือมติดสาร CPAMOZ-ed-
OVA ดวยวิธี TNBSA และยืนยันผลการเช่ือมติดดวยการสงตัวอยางหาน้ําหนักโมเลกุลของสารดวย วิธี 
MALDI-TOF-MS หลังจากนั้นนําสารละลายท่ีเตรียมไดแบงใสหลอดเก็บท่ี   -70 องศาเซลเซียส  

 
3.4.1.3 การวัดปริมาณโปรตีนของ cBSA , CPAMOZ-cBSA และ CPAMOZ-OVA ดวย

วิธี Lowry  Protein assay 
 
เพื่อหาปริมาณโปรตีนของ cBSA กอนเช่ือมกับ CPAMOZ และหลังจากการเช่ือมกับ 

CPAMOZ และหาปริมาณโปรตีนของ OVA หลังจากเช่ือมกับ CPAMOZ มาทําการวิเคราะหปริมาณ
โปรตีน ดวยวิธี Lowry Protein assay โดยทําการเจือจางตัวอยางและโปรตีนมาตรฐานดวย PBS ซ่ึง
โปรตีนมาตรฐานเจือจางท่ีความเขมขน 0-1000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และสารตัวอยางท่ีไมเจือจาง
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และเจือจางสองเทา แลวเติมสารมาตรฐานและสารตัวอยางแตละความเขมขนปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
เติมสารละลาย C (ภาคผนวก ข ขอ 2) ลงไปในหลอดท่ีมีสารมาตรฐานและสารตัวอยาง หลอดละ 500 
ไมโครลิตร เขยาใหเขากัน จับเวลาประมาณ 10 นาที จากน้ันเติมสารละลาย D บมท่ีอุณหภูมิหองเปน
เวลา 30 นาที แลวนําไปวัดคาดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 750 นาโนเมตร สรางกราฟมาตรฐานแสดง
ความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสงกับความเขมขนของโปรตีนมาตรฐาน  

 
3.4.1.4 การวัดประสิทธิภาพในการเช่ือมติดสาร CPAMOZ กับโปรตีน cBSA และ OVA 
 
เพื่อหาคาเปอรเซ็นตของการติดและจํานวนโมเลกุลของสาร CPAMOZ ท่ีติดกับโปรตีน 

โดยใชวิธี TNBSA สําหรับหาคาเปอรเซ็นตของการเช่ือมติดและเทคนิค MALDI-TOF-MS สําหรับ
หาจํานวนโมเลกุลของสาร CPAMOZ ท่ีติดกับโปรตีน 

  
(1)  การหาคาเปอรเซ็นตของการติดของสาร CPAMOZ กับโปรตีน cBSA และ OVA 

   ดวยวิธีการ TNBSA โดยทําการเจือจางแอนติเจนท่ีเตรียมไดและโปรตีนมาตรฐานดวย 
0.1 M โซเดียมไบคารบอเนตบัฟเฟอรพีเอช 8.5 ซ่ึงโปรตีนมาตรฐานเจือจางท่ีความเขมขน 0-1000 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และสารตัวอยางท่ีเจือจาง 5 เทาและ 8 เทา แลวเติมโปรตีนมาตรฐานและสารตัว
อยางแตละความเขมขนปริมาตร 150 ไมโครลิตร เติม 0.05% TNBS ลงไปในหลอดท่ีมีสารมาตรฐาน
และสารตัวอยาง หลอดละ 75 ไมโครลิตร เขยาใหเขากัน บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ช่ัว
โมง หลังจากนั้นเติม 10% SDS หลอดละ 75 ไมโครลิตร ตามดวย 1 N กรดไฮโดคลอริก 37.5 ไมโครลิตร
แลวนําไปวัดคาดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 335 นาโนเมตร  
 

(2) การหาอัตราสวนโมลารของสาร CPAMOZ ท่ีเช่ือมติดกับโปรตีน cBSA และ OVA   
  ดวย วิธี MALDI-TOF-MS โดยสงตัวอยางวิเคราะหท่ีหนวยบริการชีวภาพ ศูนยพันธุ
วิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ (BIOTEC) เพื่อดูน้ําหนักโมเลกุลของสาร โดยคํานวณจาก 

 
จํานวนโมเลกุลของสาร CPAMOZ =  (น้ําหนักโมเลกุลของสาร CPAMOZ ติดกับโปรตีน- น้ําหนักโมเลกุลของโปรตีน) 

        น้ําหนักโมเลกุลของสาร CPAMOZ 
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 3.4.2  การกระตุนภูมิคุมกันของหนูทดลองใหสรางแอนติบอดีตอสาร CPAMOZ 
 

3.4.2.1 การฉีดกระตุนหนูทดลอง 
 

  ทําการฉีดกระตุนภูมิคุมกันของหนูทดลองสายพันธุ BALB/c เพศเมีย อายุ 8 สัปดาห 
ดวยแอนติเจนท่ีเตรียมไดจากขอ 3.4.1.1 (CPAMOZ-cBSA) ซ่ึงการฉีดกระตุนคร้ังแรก (Immunization) 
จะใชแอนติเจนปริมาณ 50 ไมโครกรัม (ตอหนู 1 ตัว) ใน PBS 100 ไมโครลิตร ผสมกับ  Freund’s 
complete adjuvant (FCA)  อัตราสวน 1:1 (v/v) โดยผสมใหมีลักษณะเปนอีมันช่ัน กอนฉีดเขาภายใน
ชองทองหนู และทําการฉีดกระตุนซํ้าอีก 3-4 คร้ัง  ทุกๆ 2 อาทิตย โดยผสมแอนติเจนปริมาณ 50 
ไมโครกรัม (ตอหนู 1 ตัว) ใน PBS 100 ไมโครลิตร กับ Freund’s incomplete adjuvant อัตราสวน 1:1 
(v/v) เชนกัน จากน้ันประมาณ 7-10 วัน ทําการเจาะเลือดหนูจากปลายหางเพื่อแยกซีรัมมาทดสอบดู
ระดับของแอนติบอดี (antibody titer) ดวยวิธี Indirect ELISA ถาระดับแอนติบอดียังอยูในระดับตํ่าก็
ฉีดกระตุนซํ้าดวยวิธีการเดิมทุกๆ 2 อาทิตย เม่ือระดับแอนติบอดีสูงมากพอ ทําการฉีดกระตุนคร้ังสุด
ทาย ดวยแอนติเจนท่ีผสมกับน้ําเกลือเขาชองทองในปริมาณ 50 ไมโครกรัมตอหนูทดลองหนึ่งตัว กอน
ทําการหลอมรวมเซลล 3 วัน ถัดไป 
 

3.4.2.2 การเตรียมซีรัมจากเลือดหนูทดลอง 
 
หลังจากเจาะเลือดจากหางหนูแลวตั้งท้ิงไวท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

30–60 นาที  แลวจึงนําไปปนเหวี่ยงท่ี 10,000 รอบตอนาทีท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 
นาที เพื่อแยกสวนน้ําใสคือซีรัมออกมาเก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

 
3.4.2.3 การหาระดับของแอนติบอดี ในซีรัมโดยวิธี Indirect  ELISA  

 
 เตรียมสาร CPAMOZ-OVA ความเขมขน 3 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร นําไปเติมใน 

จานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลุม หลุมละ 100 ไมโครลิตร  แลวบมท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 12-24 ชั่วโมง นํามาลางดวย PBS จํานวน 3 คร้ัง เติมสารละลายนมพรองมันเนย 5% หลุมละ 300 
ไมโครลิตร แลวนําไปบมท่ี 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง จากน้ันนํามาลางดวย PBS จํานวน 3 
คร้ัง เติมซีรัมจากหนูท่ีเจือจางระดับตาง ๆใน PBS และ PBS ท่ีมี 1%BSA ตั้งแต 1:500 – 1:128,000 
หลุมละ 100 ไมโครลิตร นําไปบมท่ี 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ช่ัวโมง จากน้ันนํามาลางดวย PBS 
จํานวน  3 คร้ัง เติมแอนติบอดีทุติยภูมิท่ีจําเพาะตอ mouse IgG ท่ีมี HRP เช่ือมอยู (HPR-Rabbit anti-
mouse IgG) ท่ีเจือจาง 1:2000 ใน PBS หลุมละ 100 ไมโครลิตร แลวนําไปบมท่ี 37 องศาเซลเซียส เปน
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เวลา 1 ชั่วโมง จากน้ันนํามาลางดวย PBS จํานวน 3 คร้ัง เติมสารละลายสับสเตรทของเอนไซม ซ่ึง
ประกอบดวย OPD และ H2O2 ละลายใน citrate buffer หลุมละ 150 ไมโครลิตร  บมในท่ีมืดอุณหภูมิ
หอง เปนเวลา 10 นาที หยุดปฏิกิริยาเอนไซมโดยเติม 2.5 M H2SO4 หลุมละ 100 ไมโครลิตร จากน้ันนํา
ไปวัดคาดูดกลืนแสง 492 นาโนเมตร โดยเคร่ือง Microtiterplate reader 

 
3.4.2.4 การทดสอบความจําเพาะของแอนติบอดีตอ CPAMOZในซีรัม โดยวิธี 
Indirect competitive ELISA  

 
  นําซีรัมหนูมาทดสอบดูวาหนูมีแอนติบอดีตอสาร CPAMOZ หรือไม ถาหนูมี
แอนติบอดีตอ CPAMOZ แอนติบอดีท่ีอยูในซีรัมจะจับกับ CPAMOZ ท่ีอยูในรูปอิสระ ทําใหคาดูด
กลืนแสงลดลงเม่ือเทียบกับซีรัมท่ีไมมี CPAMOZ โดยเตรียมสาร CPAMOZ ท่ีความเขมขน 0, 2, 20 
และ 200  ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ 1% BSA นําแตละความเขมขนมาผสมกับซีรัมหนูท่ีเจือจางใน 
PBS ความเจือจาง 1:4000 โดยผสมกันในอัตราสวน 1:1 (v/v) ท้ิงไวขามคืน แลวทําการทดสอบดวยวิธี 
Indirect ELISA ตามข้ันตอนในขอ 3.4.2.3 
   

3.4.3 การเตรียมเซลลไฮบริโดมาท่ีผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ AMOZ 
 

ทําการหลอมรวม (fusion) เซลลมามหนูท่ีถูกกระตุนดวยแอนติเจน กับเซลลมัยอีโลมา โดย
ใชสาร 50% PEG (w/v) เปนส่ือ ซ่ึงมีข้ันตอนดังนี้ 

 
3.4.3.1 การเตรียมสารส่ือในการหลอมรวมเซลล 
 

 เตรียมไดจากนํา PEG มาอุนใหละลายท่ีอุณหภูมิประมาณ 50 องศาเซลเซียส ซ่ึงมี
ปริมาตร 2 มิลลิกรัม จากนั้นนําไปผสมกับอาหารเล้ียงเซลล RPMI 1640 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร จะได 50% 
PEG (w/v) แลวนําไปบมในตูบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส กอนจะนําไปใชในการหลอมรวมเซลล 
 
 

3.4.3.2 การเตรียมเซลลมัยอีโลมา 
 
 โดยนําเซลลมัยอีโลมาNS-I มาเล้ียงในอาหารเล้ียงเซลล RPMI 1640 ท่ีเติม 10% FCS 

โดยทําการเล้ียงเซลลมัยอีโลมาใหอยูในระยะเอกซโพเนนเชียล เล้ียงขยายปริมาตรในจานเล้ียงเซลล ท่ีมี
อาหารเล้ียงเซลล RPMI 1640 ท่ีเติม 10% FCS เล้ียงประมาณ 4-5 วันกอนทําการหลอมรวมเซลล จากน้ัน
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นําเซลลมัยอีโลมาท่ีเล้ียงอยูในภาชนะเล้ียงเซลล ออกมาปนลางดวยอาหาร RPMI 1640 1-2 คร้ัง โดยนํามา
ปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 1000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาทีโดยรอบสุดทายของการปนลางเติมอาหารเล้ียง
เซลล  RPMI 1640 ท่ีเติม 10% FCS ปริมาตร 5 มิลลิลิตร และนับเซลลท่ีมีชีวิตใหมีจํานวนมากกวา 107 
เซลลตอมิลลิลิตร จากน้ันเก็บเซลลไวท่ีตูบมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จนกวาจะนําไปหลอมรวมเซลล 
 

3.4.3.3 การเตรียมเซลลมาม 
 
 เตรียมไดจากนําหนู BALB/c ท่ีถูกฉีดกระตุนดวย CPAMOZ-cBSA มาทําการสลบ โดย

ใชไดเอทิลอีเธอร หลังจากนั้นเจาะเลือดจากหัวใจ เพื่อเก็บซีรัมเปนตัวควบคุมบวกในเทคนิค ELISA แลว
จึงเปดชองทองนํามามออกมาโดยวิธีปลอดเช้ือ จากน้ันใชกรรไกรตัดมามใหเปนช้ินเล็ก  ๆ บนตะแกรง
ลวดตาถ่ี แลวใชดามของหลอดฉีดยาขนาด 10 มิลลิลิตร บดมามเบา  ๆใหละเอียด เม่ือไดเซลลมามแลวนํา
ไปปนลางใน RPMI 1640 ปริมาตร 45  มิลลิลิตร (มี gentamycin เขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) ดวย
ความเร็ว 1000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที จากน้ันท้ิงสวนใสแลวเติมอาหารเล้ียงเซลล  RPMI 1640 ท่ี
เติม 10% FCS ปริมาตร 5 มิลลิลิตร แลวจึงนําเซลลมามไปทําการเช่ือมกับเซลลมัยอีโลมา 
 

3.4.3.4 การหลอมรวมเซลล (cell fusion หรือ hybridization) 
   

  โดยนําเซลลมามของหนูท่ีถูกกระตุนระบบภูมิคุมกันดวยแอนติเจน CPAMOZ-cBSA 
และสรางแอนติบอดีท่ีตองการ และเซลลมัยอีโลมา ในอัตราสวน 1:2 โดยท่ีเซลลท้ังสองจะถูกนํามาเล้ียง
ใหอยูในระยะท่ีกําลังจะแบงตัว มารวมกันในหลอดฝาเกลียว ขนาด 50 มิลลิลิตร ใชปเปตดูดข้ึนลงเบาๆ 
ใหเซลลท้ังสองผสมกัน กอนนําไปปนเหวี่ยงเพื่อตกตะกอนเซลล ดวยความเร็ว 1000 รอบตอนาที เปน
เวลา 5 นาที เทสวนใสท้ิง เขยาเบาๆใหเซลลผสมกันดี แลวคอยๆ หยด 50% พอลิเอทิลีนไกลคอล (w/v) 
ปริมาณ 1 มิลลิลิตร ลงไปในตะกอนเซลลพรอมกับหมุนหลอดชาๆ โดยควบคุมใหสารละลาย 50% 
PEG ไหลใหหมดภายใน 1 นาที  จากนั้นเติมอาหารเล้ียงเซลล RPMI 1640 ท่ีมี 10% FCS อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส อีกคร้ังละ 10 มิลลิลิตร จนครบ 40 มิลลิลิตร ใชปเปตขนาด 10 มิลลิลิตร ดูดข้ึนลงเบาๆ 
อีกคร้ัง เพื่อลาง 50% PEG ออกใหหมด กอนนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 1000 รอบตอนาที นาน 5 นาที 
เพื่อแยกตะกอนเซลลออก โดยการเทสวนใสทิ้ง ทําเชนนี้ 2 คร้ัง และเติมอาหารเล้ียงเซลล HAT ท่ีมี 20% 
FCS ลงไปประมาณ 80 มิลลิลิตร กอนนําเซลลไปหยอดในจานเล้ียงเซลลชนิด 96 หลุม ปริมาณหลุมละ 
0.2 มิลลิลิตร จากนั้นนําไปเล้ียงในตูบมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ท่ีมี 5% CO2  
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3.4.3.5 การเล้ียงและการคัดเลือกเซลลไฮบริโดมาหลังการหลอมรวมเซลล 
 
  ภายหลังการหลอมรวมเซลลแลวเติมอาหารเล้ียงเซลล HAT ท่ีมี 20% FCS ทุก 3-4 วัน 
และเม่ือผานไปแลว 6-7 วัน สังเกตเซลลไฮบริโดมาในแตละหลุมโดยใชกลองจุลทรรศนชนิดหัวกลับ 
(inverted microscope) จะเห็นโคลนของเซลลไฮบริโดมามีลักษณะกลมวาวและโปรงแสงข้ึนเปนกลุม เม่ือ
เติมอาหารเล้ียงเซลลเต็มหลุมแลวจะตองเปล่ียนอาหารในหลุมโดยจะใหอาหารเล้ียงเซลล HAT ท่ีมี 20% 
FCS ประมาณ  3 สัปดาห จากน้ันจึงเปล่ียนเปนอาหารเล้ียงเซลล HT ท่ีมี 20% FCS โดยจะสังเกตการ
เปล่ียนแปลงของสีอาหารเลี้ยงเซลลถามีสีเหลืองไหดูดอาหารเล้ียงเซลลเกาท้ิงแลวเติมอาหารใหมลงไป 
ถาเกิดการปนเปอนของเชื้อจุลินทรียอาหารเล้ียงเซลลจะมีสีเปล่ียนแปลงเร็วกวาปกติ เม่ือดูกนหลุมจะ
เห็นหลุมท่ีมีการปนเปอนมีลักษณะขุน จึงตองทําการกําจัดหลุมนั้นท้ิงโดยใช 50% Clorox และตองตรวจ
ดูเซลลไฮบริโดมาเปนระยะ  ๆ เม่ือพบวาเซลลไฮบริโดมาเจริญไดประมาณ 2/3 ของพื้นท่ีกนหลุมใหนํา
อาหารเล้ียงเซลลมาตรวจหาแอนติบอดีโดยวิธี Indirect ELISA   
 

3.4.3.6 การตรวจหาเซลลไฮบริโดมาท่ีผลิตแอนติบอดีตอ CPAMOZโดยวธีิ 
 indirect ELISA 

 
  เพ่ือตรวจหาเซลลไฮบริโดมาท่ีผลิตแอนติบอดีตอ CPAMOZ จึงทําการเคลือบ จาน
ทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลุมดวยแอนติเจน 2 ชนิด คือ CPAMOZ-OVA , AMOZ-OVA , OVA และ 
BSA เพ่ือเปรียบเทียบคาดูดกลืนแสงท่ีไดจากการทํา ELISA ถาเซลลในหลุมใดมีคาดูดกลืนแสงของ
จานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลุมที่เคลือบดวย CPAMOZ-OVA และ AMOZ-OVA สูง และมีคาดูด
กลืนแสงของจานชนิด 96 หลุมท่ีเคลือบดวย OVA และ BSA ต่ํา  ก็จะเลือกเซลลในหลุมนั้นไปเล้ียงใน
จานเล้ียงเซลลชนิด 24 หลุม และทําการทดสอบน้ําเล้ียงเซลลแลวใหคาเหมือนเดิมจึงทําการโคลน
เซลลเพ่ือใหไดเซลลเดี่ยวตอไปซ่ึงจะทําการตรวจหาเซลลไฮบริโดมาที่ผลิตแอนติบอดีโดยนําอาหาร
เล้ียงเซลลจากหลุมท่ีตองการมาทดสอบดวยวิธี indirect  ELISA ตามข้ันตอนในขอ 3.4.2.3 
 

3.4.3.7 การแยกเซลลไฮบริโดมาใหไดเซลลเดี่ยว (single cell cloning) โดยการทํา 
ใหเจือจางดวยวิธี limiting dilution 
 

  หลังจากท่ีคัดเลือกจนไดเซลลไฮบริโดมา (hybridoma cell) ท่ีตองการแลวเพื่อใหมั่น
ใจวาเซลลท่ีแบงตัวเพ่ิมข้ึนแตละเซลลมีตนกําเนิดจากเซลลเดียว ซ่ึงวิธี limiting dilution ทําไดโดยนํา
เซลลไฮบริโดมาจากหลุมท่ีไดตรวจสอบแลววาผลิตแอนติบอดีตอ CPAMOZ มาเจือจางในอาหารเล้ียง
เซลล RPMI 1640 ท่ีมี 20% FCS โดยปรับความเจือจางของเซลลไฮบริโดมาใหเทากับ 40 เซลลตอ
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มิลลิลิตร กอนนํามาเจือจางแบบ 2 เทา จนไดความเจือจางของเซลลไฮบริโดมาเทากับ 5 เซลลตอ
มิลลิลิตร จากน้ันนําเซลลไฮบริโดมาในแตละความเจือจางไปหยอดลงในจานชนิด 96 หลุมจํานวน
ความเจือจางละ 2 แถว (24 หลุม) ปริมาตรหลุมละ 0.2 มิลลิลิตร จะไดเซลลไฮบริโดมาปริมาณ 8 เซลล 
4 เซลล 2 เซลล และ 1 เซลล ตอหลุม ตามลําดับ นําไปเล้ียงในตูบมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
บรรยากาศ CO2 5% ประมาณ 14 วัน กอนตรวจดูดวยกลองจุลทรรศนแบบหัวกลับโดยทําเคร่ืองหมาย
หลุมท่ีมี 1 เซลล เม่ือเซลลเจริญได 2/3 ของพื้นท่ีกนหลุม จึงนําอาหารเล้ียงเซลลจากหลุมท่ีไดทําเคร่ือง
หมายไวแลวไปตรวจหาแอนติบอดีอีกคร้ังดวยวิธี indirect  ELISA กอนนําเซลลจากหลุมท่ีใหผลบวก
มาทําการโคลนเซลลซํ้าอีกเปนคร้ังท่ี 2 และ 3 เพ่ือใหแนใจวาเซลลท่ีไดมาจากเซลลไฮบริโดมาที่มา
จากตนกําเนิดจากเซลลลูกผสมเร่ิมตนเซลลเพียงเซลลเดียว 
 

3.4.3.8 การเก็บเซลลไฮบริโดมาในไนโตรเจนเหลว 
 
 นําเซลลโมโนโคลนท่ีตองการเก็บ มาเพาะเล้ียงตอในอาหาร RPMI 1640 ท่ีมี 10% FCS 

ใหอยูในชวงเอกซโพเนนเชียลมาปนเหวี่ยงใหเซลลตกตะกอนดวยความเร็ว 1000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 
นาที จากน้ันดูดอาหารเลี้ยงเซลลท่ีอยูดานบนท้ิง และเติมน้ํายาเก็บเซลลท่ีมี 10% ไดเมทิลซัลฟอกไซด 
(DMSO) ขณะเย็นลงไปปริมาตร 1 มิลลิลิตร แลวใช Pasteur pipette เปาข้ึนลงเบา  ๆจนเซลลเขากันดีกับน้ํา
ยาเก็บเซลล กอนถายเซลลลงในหลอดเก็บเซลลขนาด 1.5 มิลลิลิตร และนําไปแชท่ีอุณหภูมิ -70 องศา
เซลเซียส ขามคืน จากน้ันจึงยายลงไปแชในไนโตรเจนเหลวท่ีมีอุณหภูมิประมาณ -196 องศาเซลเซียส 

 
3.4.3.9 การนําเซลลไฮบริโดมาท่ีเก็บในไนโตรเจนเหลวกลับมาเล้ียง 

 
  นําหลอดท่ีเก็บเซลลไฮบริโดมาออกมาจากการเก็บในไนโตรเจนเหลวนํามาละลาย
ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ทันที เม่ือน้ํายาเก็บเซลลในหลอดละลายหมดแลวใหถายเซลลลง
หลอดท่ีมีอาหารเล้ียงเซลล RPMI 1640 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ปริมาตร 10 มิลลิลิตร นําไปปน
ลางเปนจํานวน 2 คร้ัง ท่ีความเร็ว 1000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที กอนนําเซลลไปเล้ียงตอใน
อาหารเล้ียงเซลล RPMI 1640 ท่ีมี 20% FCS ในขวดเล้ียงเซลลขนาด 10 มิลลิลิตร จากนั้นทุกๆ 2-3 
วันทําการถายเซลล ลงขวดเล้ียงเซลลขนาด 250 มิลลิลิตร  
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3.4.4 การศึกษาลักษณะเบื้องตนของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
 

3.4.4.1 การตรวจสอบไอโซไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
 

 จะทําการตรวจหาไอโซไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดี โดยใชชุดทดสอบไอโซ
ไทป (isotyping kit) ของบริษัท Sigma-Aldrich ตามคําแนะนําของบริษัทผูผลิตดังนี้ โดยนํา Isotyping 
specific antibody ชนิด IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3, IgA และ IgM มาทําการเจือจางใน PBS ใหไดความ
เจือจาง 1:1000 นําไปเติมในจานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลุม หลุมละ 100 ไมโครลิตร (ทําตัวอยางละ 2 
ซํ้า) บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง นํามาลางดวย PBS (pH 7.4) ท่ีมี 0.05% Tween 
20 (PBS-T) จํานวน 3 คร้ัง เติมน้ําเล้ียงเซลลโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลนตางๆ ท่ีตองการตรวจ
สอบ หลุมละ 100 ไมโครลิตร นําไปบมท่ี 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง จากนั้นนํามาลางดวย 
PBS-T จํานวน  3 คร้ัง เติมแอนติบอดีทุติยภูมิท่ีจําเพาะตอ mouse IgG ท่ีมี HRP เช่ือมอยู ซ่ึงจําเพาะตอ 
Fab (HPR-Rabbit anti-mouse IgG (Fab specific)) ท่ีเจือจาง 1:600 ใน PBS-T หลุมละ 100 ไมโครลิตร 
แลวนําไปบมท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที จากนั้นนํามาลางดวย PBS-T จํานวน 3 คร้ัง เติมสาร
ละลายสับสเตรทของเอนไซม ซ่ึงประกอบดวย OPD และ H2O2 ละลายใน citrate buffer หลุมละ 100 
ไมโครลิตร  บมอุณหภูมิหองในท่ีมืด เปนเวลา 10-15 นาที หยุดปฏิกิริยาเอนไซมโดยเติม 2.5 M H2SO4 
หลุมละ 50 ไมโครลิตร จากนั้นนําไปวัดคาดูดกลืนแสง 492 นาโนเมตร โดยเคร่ือง Microtiterplate reader 

 
3.4.4.2 การหาความเขมขนของแอนติเจนและแอนติบอดีท่ีเหมาะสม โดยวิธี 
indirect ELISA 
เนื่องจากโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตไดจากเซลลไฮบริโดมาท่ีเล้ียงในขวดเล้ียง

เซลลมีความเขมขนมากเม่ือนําไปใชทดสอบดวยวิธี ELISA จะทําใหมีสัญญาณรบกวนสงผลใหเกิดผล
บวกเท็จได และยังเปนการส้ินเปลืองแอนติเจนและแอนติบอดีดวย  จึงตองหาความเขมขนและความ
เจือจางท่ีเหมาะสมทั้งของแอนติเจนและแอนติบอดี ท่ีใหคาการดูดกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตร 
ประมาณ 1 เพื่อนําความเขมขนและความเจือจางท่ีไดนี้ไปใชสําหรับการทดสอบคุณสมบัติตางๆ ของ
โมโนโคลนอลแอนติบอดีตอไป ซ่ึงจะทําการเคลือบจานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลุมดวย แอนติเจน 
CPAMOZ-OVA ความเขมขน 3 , 2 , 1 , 0.5 , 0.250 , 0.125 และ 0.0625 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ
เจือจางโมโนโคลนอลแอนติบอดีดวย PBS ท่ีความเจือจาง 1:10 – 1:1,280 และแลวทําการทดสอบดวย
วิธี Indirect ELISA ตามข้ันตอนในขอ 3.4.2.3 
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3.4.4.3 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดี ดวยวิธี Indirect 
competitive ELISA  

 
 การทดสอบความไว (sensitivity) ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอสารเมแทบอไลต

AMOZ  และทดสอบปฏิกิริยาขามกับสารในกลุมไนโตรฟูแรน 
  เนื่องจากสารไนโตรฟูแรนฟูรัลทาโดนจะอยูในรูปยาปฏิชีวนะ (FTD)  รูปสารเมแทบอ
ไลต (AMOZ) รูปสารเมแทบอไลตท่ีถูกเปล่ียนแปลงอนุพันธุ (CPAMOZ) สําหรับทําโมโนโคลนอล
แอนติบอดี และรูปสารเมแทบอไลตท่ีถูกเปล่ียนแปลงอนุพันธุ (NPAMOZ) สําหรับตรวจหาสารตกคาง
ดวยวิธีทางเคมี เพื่อทดสอบดูวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีได มีความจําเพาะตอสารไนโตรฟูแรนท้ัง 4 
รูปหรือไม และเกิดปฏิกิริยาขามกับสารในกลุมไนโตรฟูแรนชนิดอ่ืนหรือไม จึงทดสอบดวยวิธี Indirect 
competitive ELISA ถาโมโนโคลนอลแอนติบอดีมีความจําเพาะตอสารดังกลาว ก็จะทําปฏิกิริยากับสารดัง
กลาวท่ีอยูในรูปอิสระ ทําใหคาดูดกลืนแสงลดลงเม่ือเทียบกับโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีไมไดนําสาร
ดังกลาวมาทําปฏิกิริยา ทดสอบดวยวิธี Indirect ELISA  ตามข้ันตอนในขอ 3.4.2.3 
  โดยจะคิดเปนคา inhibition concentration (IC50) และ limit of detection (LOD) 

ซ่ึงคา  IC50  คือ  คาความเขมขนของสารที่ทําใหคาดูดกลืนแสงในการทํา competitive  
indirect  ELISA ลดลงคร่ึงหนึ่ง เม่ือเทียบกับท่ีไมมีสารแขงขัน 

LOD คือ คาความเขมขนของสารท่ีนอยท่ีสุดท่ีสามารถตรวจวัดได 
นําคาการดูดกลืนแสงท่ีไดจากผล ELISA มาหาคา IC50 ดวยโปรแกรม GraphPad 

Prism 4.03  โดยคิดเปน 50% B/Bo   
  IC50  = 50% B/Bo  
 
เม่ือ B  คือ คาการดูดกลืนแสงของผล ELISA ท่ีมีแอนติเจนท่ีตองการวัดปฏิกิริยาขามท่ีความ
  เขมขนตางๆ        
 Bo  คือ คาการดูดกลืนแสงของผล ELISA ท่ีไมมีแอนติเจนท่ีตองการวัดปฏิกิริยาขาม 
 และหาคา limit of detection (LOD) ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอสารCPAMOZ โดย
สูตรคํานวณดังนี้ 
 LOD   = Bo - 3SD 
 
เม่ือ Bo   คือ  คาดูดกลืนแสงของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีไมผสมไนโตรฟูแรน 
 SD   คือ คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
 วิธีการทํานั้นทําเชนเดียวกับการทดสอบความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีใชหา
คา IC50  เปนคาท่ีไดจากหลุมท่ีไมเติมสารแขงขัน (หลุม B0) นั้นใหมีท้ังหมด 18 หลุม 
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3.4.4.4 การทดสอบปฏิกิริยาขามโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอสารในกลุมและ
นอกกลุมไนโตรฟูแรน 

     
เพื่อทดสอบดูวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีได จะเกิดปฏิกิริยาขามกับสารในกลุม

และนอกกลุมไนโตรฟูแรนหรือไม จึงทดสอบดวยวิธี Indirect competitive ELISA กับสารอ่ืนท่ีอยูใน
กลุมไนโตรฟูแรน ท้ังอยูในรูปยาต้ังตน ไดแก FZD, NFZ และ NFT รูปสารเมแทบอไลต ไดแก AOZ,  
SCA  และ AHD รูปอนุพันธุของสาร ไดแก NP-AOZ , NP-SCA และ NP-AHD ตามลําดับ  สารนอก
กลุมไนโตรฟูแรน ท่ีนํามาทดสอบ คือ CBA ซ่ึงเปนสารท่ีใชในการเปล่ียนแปลงอนุพันธุสาร AMOZ 
เปน CPAMOZ สารในกลุมยาปฏิชีวนะ  ไดแก คลอแรมเฟนิคอล  นอรฟลอกซาซิน เพนิซิลลินจี ฟูมิค
วิน และ ออกซีเตตราไซคลิน สารในกลุมบีตา-อะโกนิสต ไดแก เคลนบูเทอรอล และ  ซัลบูทามอล โดย
เตรียมสารดังกลาวท่ีความเขมขน 0 และ 20 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร แลวนํามาผสมกับโมโนโคลนอล
แอนติบอดีท่ีเจือจางใน PBS โดยทําการผสมกันในอัตราสวน 1:1 (v/v) ท้ิงไวขามคืน แลวทําการทดสอบ
ดวยวิธี Indirect ELISA ตามข้ันตอนในขอ 3.4.2.3 
   

 เม่ือทดสอบความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติอบดีตอสารไนโตรฟูแรนท่ีตองการ 
และทดสอบปฏิกิริยาขามกับสารตางๆ แลวคํานวณเปนเปอรเซ็นตปฏิกิริยาขาม (% cross-reactivity) โดย
ใชสูตรคํานวณ ดังนี้ 

 
เปอรเซ็นตปฏิกิริยาขาม  =      IC50 ของ CPAMOZ   x  100 
     

  
 
 

3.4.5 การทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีบริสุทธ์ิ 
 

3.4.5.1 การเตรียมอาหารเล้ียงเซลลท่ีมีแอนติบอดี 
 

  นําโมโนโคลนท่ีคัดเลือกไดมาเล้ียงในอาหารเล้ียงเซลล RPMI-1640 ท่ีมี 10% FCS 
เพื่อใหเซลลไฮบริโดมาผลิตและหล่ังโมโนโคลนอลแอนติบอดีออกมา ซ่ึงจะสะสมรวมอยูในอาหาร
เล้ียงเซลล   
 
 

 IC50 ของสารท่ีทดสอบ 
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3.4.5.2 การทําแอนติบอดีใหบริสุทธ์ิ 
 

โดยนําโปรตีน เอ (Protein A) 0.5 กรัม มาทําใหพองตัว (swell) โดยแชใน PBS 5 
มิลลิลิตร เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิหอง แลวนําไปเติมใสคอลัมน จากน้ันทําคอลัมนใหสมดุลโดย
เติม 0.1 M ฟอสเฟตบัฟเฟอร, pH 8 ลงในคอลัมนโปรตีน เอ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ปรับคาความเปน
กรด-ดางของอาหารเล้ียงเซลลท่ีมีแอนติบอดีใหเทากับ pH 8.1 โดยใชบัฟเฟอร  1 M Tris HCl, pH 9 
กอนนํามาเติมลงในคอลัมนโปรตีน เอโดยใหมีอัตราการไหล เทากับ 1 มิลลิลิตรตอนาที จากน้ันเติม 
0.1 M phosphate buffer, pH 8 ลงในคอลัมนโปรตีน เอ ปริมาตร 30 มิลลิลิตร แลวทําการชะแอนติบอดี
ออกจากคอลัมนโปรตีน เอ โดยการเติม 0.1 M citrate buffer, pH 3.5 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร พรอมกับ
การใชหลอดทดลองท่ีมี 4 M Tris HCl, pH 9 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เก็บสารละลายท่ีออกมาจาก
คอลัมนโปรตีน เอ โดยใหแตละหลอดมีปริมาตร 2 มิลลิลิตร  หลังจากนั้นนําสารละลายในแตละหลอด
ไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร  แลวนําสารละลายในหลอดทดลองท่ีมีคาดูด
กลืนแสงมารวมกันกอนนําหาปริมาณโปรตีนและปริมาณแอนติบอดีตอไป 
 

3.4.5.3 การหาความเขมขนของโปรตีนโดยวิธี BCA assay 
 

เตรียมสารละลาย BSA ความเขมขน 0 – 2,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เพื่อใชเปน
สารละลายมาตรมาตรฐาน และเจือจางแอนติบอดีท่ีผานการทําใหบริสุทธ์ิแลวในอัตราการเจือจาง 1 
ตอ 4  และ 1 ตอ 8   โดยเติมสารละลาย BSA และแอนติบอดีท่ีเตรียมลงในจานชนิด 96 หลุม หลุม
ละ 25 ไมโครลิตร แลวเติมสารละลาย A และ B  (ขอท่ี 8 ในภาคผนวก ข) โดยเจือจางสารละลาย A 
ตอสารละลาย B เทากับ 50:1 แลวเติมลงในหลุมขางตนท่ีมีสารละลาย BSA และแอนติบอดีอยู
ปริมาตร 200 ไมโครลิตร หลังจากนั้นนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 30 นาที  แลว
บมท่ีอุณหภูมิหองจนสารละลายในจาน มีอุณหภูมิเทาอุณหภูมิหอง  นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 
562 นาโนเมตร ดวย microtiterplate reader 

 
3.4.5.4 การหาปริมาณแอนติบอดีโดยการทํา ELISA 

 
  นําโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีทําใหบริสุทธ์ิแลวเจือจางใหมีปริมาณโปรตีนเขมขน 
0-0.75 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ทําปฏิกริิยากับแอนติเจนโดยวิธี indirect ELISA (3.4.2.3) สรางกราฟ
มาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของแอนติบอดีกับคาการดูดกลืนแสงท่ี 492 นาโน
เมตร (รูปท่ี ก 21  ภาคผนวกท่ี ก) หาปริมาณแอนติบอดีในอาหารที่ไดจากการเล้ียงเซลลไฮบริโดมา 
โดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานท่ีได   
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3.4.6 การทดสอบความบริสุทธ์ิของโมโนโคลนอลแอนติบอดี  
 

 SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamide Gel Electrophoresis) เปนวิธีหนึ่ งท่ีนิยมใชในการ
ทดสอบความบริสุทธ์ิของโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังทําใหบริสุทธ์ิ ซ่ึงมีหลักการคือ ใชสนามไฟ
ฟาแยกโปรตีนผาน poly-acrylamide ซ่ึงมีรูพรุนขนาดตางๆ กัน เปนผลใหเกิด sieving properties โดย
แอนติบอดีจะทําปฏิกิริยากับ 2-Mecaptoethanol (2-ME) ทําให  พันธะไดซัลไฟด แตกออกและ
โปรตีน ถูกทําใหมีประจุเปนลบโดย SDS ทําใหโปรตีนท่ีมีขนาดตางกัน จะนํา gel มายอมสีหาแถบ
โปรตีน เม่ือทําเทียบกับโปรตีนท่ีรูขนาด แนนอน จะทําใหทราบน้ําหนักโมเลกุลของ unknown ได (คู
มือปฏิบัติการภูมิคุมกันวิทยา 322 หนา 49-53) 

การเตรียมเจล เตรียม 10% separating gel (ขอท่ี 10 ภาคผนวกท่ี ข)ดวย MiniproteanII Dual 
Slab Cell (Bio-Rad, U.S.A.) โดยมีความกวางไมตํ่ ากวา 5 เซนติเมตร ยาว 8 เซนติเมตรและหนา 
0.75 เซนติเมตร เติมน้ําสเตอไรต ขางละ 100 ไมโครลิตร ตั้งท้ิงไวเพื่อให  separating gel เกิด 
polymerization อยางสมบูรณ เม่ือเจลแข็งตัวแลวเท 5% stacking gel ท่ีดานบนของ separating gel 
ตั้งท้ิงไวให stacking gelเกิด polymerization อยางนอย 30 นาที โดยจะเตรียมเจล 2 แผน แผนแรก
ใชสําหรับยอมดวย Coomassie blue  อีกแผนใชสําหรับนําไปทํา Western blot  

การแยกแอนติบอดีโดย นําชุดของเจลท่ี เตรียมไดไปใสใน electrophoresis chamber ท่ี มี 
electrode buffer ท้ังสวนบนและลางของ chamber  นําตัวอยางแอนติบอดีกอนทําใหบริสุทธ์ิและหลังทํา
ใหบริสุทธ์ิ มีปริมาณโปรตีนรวมหลุมละ 5 ไมโครกรัม มาเติม Loading dye  ท่ีมีเปอรเซ็นต 10 ของ 
beta-mercaptoethanal  ในอัตราสวนตัวอยางตอ Loading dye (1:1) นําไปตมท่ี 99 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 5 นาที ดวยเคร่ือง thermo mixer compact  ( บริษัท eppendorf  ) สวนหลุมของ marker มีปริมาณ 2.5 
ไมโครลิตร จากนั้นนํ าชุดของเจลไปใสในelectrophoresis chamber ท่ีมี electrode buffer ท้ังสวนบนและ
ลางของ chamber เร่ิมการแยกโปรตีนโดยใหกระแสไฟฟาท่ีมีความตางศักยคงท่ีท่ี 100 V เปนเวลา 90  
นาที จนแถบสีของ 1xloading dye เคล่ือนไปจนเกือบถึงปลายเจลจึงหยุดใหกระแสไฟฟา นําเจลท่ีไดไป
ยอมสีดวย Coomassie blue เปนเวลา 15 นาที และลางดวยสารละลาย destrain (ขอท่ี 10.5 ภาคผนวกท่ี ข ) 

การทํา Western transfer  โดยการ transfer โปรตีนจากแผนเจลท่ีผานการแยกโปรตีนโดย 
SDS-PAGE ไปยังแผน membrane (PVDF membrane) ดวยเคร่ือง SCAidry transfer โดยจัดวางแผน
เจลและอุปกรณตาง ๆ ดังรูปท่ี 3.1 ท้ังแผน membrane และกระดาษกรองตองชุมดวย transfer buffer 
จากนั้นใหกระแสไฟฟาเขาไปโดยใหมีคากระแสไฟฟาคงท่ีท่ี 62 แอมแปรเปนเวลา 90 นาที โปรตีน
บนแผนเจลจะถูก transfer ไปอยูบนแผน membrane  
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รูปท่ี 3.1    แสดงการจัดวางแผนเจล  แผน membrane และกระดาษกรอง ในข้ันตอนการ transfer 
แถบโปรตีนจากแผนเจลไปยังแผน membrane ดวยเคร่ือง SCAI-DRY TRANSFER CELL   (BIO-RAD)  

 
การตรวจหาโปรตีนโดยใชหลักการ immunoblotting หลังจากการทําโปรตีน transfer แลว ทํา

การตรวจหาโปรตีนดวยวิธี immunoblotting โดยนําแผน membrane ไปแชในสารละลาย blocking 
solution เขยาเปนเวลา 5 นาที 2 คร้ังท่ีอุณหภูมิหอง แลวนํ าไปบม กับ anti-mouse IgG ท่ีติดฉลากดวย
เอนไซม HRP ซ่ึงเปนแบบ linked whole antibody  ซ่ึงเจือจาง 1:10,000 ใน PBS buffer pH 7.4 ท่ีมี 3 
เปอรเซนตของนมพรองมันเนย ท้ิงไวขามคืน จากนั้นลาง  membrane  ดวย PBS-T buffer 5 คร้ัง  คร้ัง
ละ 5 นาที  2 คร้ัง และ 15 นาที 3 คร้ัง พรอมเขยา เติม ECL chemiluminescent substrate (Amersham 
GE) ลงไปบนแผน membrane ประมาณ 30 วินาที และตรวจสัญญาณโดยใชแผนฟลม X-ray 
 

3.4.7 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังทําใหบริสุทธ์ิ 
 
     นําโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีทําใหบริสุทธ์ิ แลวมาทดสอบความไว ดวยวิธี Indirect 
competitive  ELISA ตามข้ันตอนในขอ 3.4.4.4 ก. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ข้ัวบวก 
กระดาษกรอง 3 แผน 

แผนเจล 
แผน  membrane 

ข้ัวลบ 
กระดาษกรอง 3 แผน 
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บทที่  4 

ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 
 

4.1 การเตรียมแอนติเจนเพื่อใชในการฉีดกระตุนสัตวทดลอง 
 
 เนื่องจากสาร AMOZ ซ่ึงเปนสารเมแทบอไลตของ ฟูรัลทาโดน ในกลุมไนโตรฟูแรน ซ่ึงมี
โมเลกุลขนาดเล็ก ท่ีเรียกวา แฮปเทน (Hapten) จึงไมสามารถกระตุนระบบภูมิคุมกันของหนูใหสราง
แอนติบอดีตอสาร AMOZ ได ดังนั้นจึงตองเช่ือมสาร AMOZ กับโปรตีนท่ีมีขนาดใหญกอนนําไปใช
ในการฉีดกระตุนหนูทดลอง แตเนื่องจากสาร AMOZ มีโครงสรางท่ีไมพรอมจับกับโครงสรางของ
โปรตีนดังนั้นจึงตองเปล่ียนแปลงอนุพันธุของสาร AMOZ ใหมีโครงสรางพรอมท่ีจะติดกับโปรตีน
กอนดังวิธีการตอไปนี้  
 

4.1.1 เปล่ียนแปลงอนุพันธุของสาร AMOZ  ใหเปนสาร CPAMOZ 
 

  ผลของการเปล่ียนแปลงอนุพันธุของสาร AMOZ  ท่ีมีน้ําหนักโมเลกุล 201.22 กรัมตอโมล
ใหเปนสาร CPAMOZโดยใชสาร 3-carboxybenzaldehyde (CBA) เปนตัวเพิ่มหมูคารบอกซิล 
(-COOH) ใหแกสาร AMOZ ตรงบริเวณหมูเอมีน (NH2) ไดเปนสาร CPAMOZ ท่ีมีน้ําหนักโมเลกุล 
333.33 กรัมตอโมล พรอมกับปลดปลอยน้ําออกมา 1 โมเลกุล ดังแสดงในรูปท่ี  4.1   

 HOOC CHO    +        

N O

ON

H2N
O

 

  3-carboxybenzaldehyde (CBA)                 3-amino-5-morpholinomethyl-2-oxazolidone (AMOZ) 
           

                   

O

HOOC N O

ON

NHC

   +     
H2O

 

3-{[(3-carboxyphenyl)methylene]amino}-5-morpholinomethyl-2-oxazolidone (CPAMOZ) 
 
รูปท่ี 4.1    แผนภูมิการเปล่ียนแปลงอนุพันธุของสาร AMOZ เปน CPAMOZ  
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 จากการนํายาต้ังตน และสารผลิตภัณฑท่ีไดจากปฏิกิริยามาทดสอบดวยวิธี Thin-layer 
chromatography ผลปรากฏ  ดังรูปท่ี 4.2 จากการดูโครมาโทแกรมภายใตแสงอุลตราไวโอเลตท่ี
ความยาวคล่ืน 254 นาโนเมตร พบวาจะเห็นแถบของสาร Pyridine (เปนสารตัวกลางชวยทําใหเกิด
ปฏิกิริยา) ในชองท่ี 1 ซ่ึงมีคา Rf อยูท่ี 0.78 สําหรับในชองท่ี 2 จะแสดงใหเห็นแถบของสาร CBA มี
คา Rf เทากับ 0.18   สําหรับชองท่ี 4 และ 5 แสดงแถบของสารผสมตัวอยางกอนทําการ Reflux และ
สารผสมตัวอยางหลังทําการ Reflux  ตามลําดับ และชองท่ี 6 เปนแถบของสารผสมตัวอยางหลังทํา
ปฏิกิริยาและดึง pyridine ออกจากระบบแลว (โดยใชไนโตรเจนดึงออก) ซ่ึงสาร CPAMOZ ท่ีไดจะ
มีคา Rf  อยูท่ี 0.075 สวน AMOZ ในชองท่ี 3 นั้นจะไมสามารถมองเห็นได ดังนั้นจึงตองทําการยอม
แผนซิลิกาดวยสารละลายนินไฮดริน (ดังแสดงในรูปท่ี 4.2.2 ) 
 

  
   4.2.1               4.2.2 
 รูปท่ี 4.2  แสดงแผนทินเลเยอรโครมาโทกราฟฟท่ีแสดงผลของการเปล่ียนแปลงอนุพันธุของ 
AMOZ เปน CPAMOZ  4.2.1) เม่ือดูดวยแสงยูวีท่ี 254 นาโนเมตร 4.2.2 ) ยอมดวยสารละลาย นินไฮดริน 
 พบวาจะเห็นแถบของสาร AMOZ กอนทําปฏิกิริยาในชองท่ี 3 และท่ีเหลือจากการทํา
ปฏิกิริยาในชองท่ี 4-6  ซ่ึง มีคา Rf  เปน 0.23  ดังนั้นจึงสรุปไดวาเม่ือทําการเปรียบเทียบผลการแยก
สารดวยวิธี TLC ของสารผสมตัวอยางในชองท่ี 4 , 5 และ 6  กับยาตั้งตน ในชองท่ี 1, 2  และ 3  พบ
วามีสารผลิตภัณฑเกิดข้ึนโดยมีคา Rf เทากับ 0.075  ซ่ึงคาดวาจะเปน  CPAMOZ  และพบสารท่ีคา 
Rf  เทากับ  0.23  ซ่ึงตรงกับคา Rf ของยาตั้งตน  (ชองท่ี 1-3 ) กอนการทําปฏิกิริยา 
 หลังจากนั้นยืนยันผลการเปล่ียนอนุพันธุสาร AMOZ เปน CPAMOZ ดวยการหานํ้าหนัก
โมเลกุลของสารท่ีเตรียมไดดวยเทคนิค MALDI-TOF  MS ดังรูป 4.3  

1   2    3   4    5    6       1   2    3   4    5    6 

Lane             
1 =  Pyridine           
2 =  CBA              
3 =  AMOZ                                                  
4 = สารผสมตัวอยางกอนทําการ Reflux   
5 = สารผสมตัวอยางหลังทําการ Reflux                              
6 = สารผสมตัวอยางหลังทําปฏิกิริยาและดึง  
       pyridine ออก   

  UV 254 นาโนเมตร  ninhydrin staining 
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 รูปท่ี 4.3  โครมาโทแกรมท่ีไดจากการหาน้ําหนักโมเลกุล ของสาร CPAMOZ ดวยวิธี  
MALDI-TOF MS  
   
  จากการทดลองวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของสารผลิตภัณฑท่ีไดจากการเตรียมอนุพันธุ 
CPAMOZ ดวยวิธี MALDI-TOF MS พบวา สารท่ีไดมีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 335.24 กรัมตอโมล ซ่ึงใกล
เคียงกับน้ําหนักโมเลกุลที่ไดจากการคํานวณซ่ึงมีคา เทากับ 333.33  กรัมตอโมล  ดังนั้น จึงเปนการยืนยัน
วาสารผลิตภัณฑ คือ CPAMOZ      
 

4.1.2 การเตรียมโปรตีนพาหะ BSA ใหเปน cationized BSA (cBSA ) หรือ Super 
carrier protein 

  เนื่องจาก cBSA เตรียมไดจากโปรตีน BSA ทําปฏิกิริยากับ EDA โดยมี EDC เปน
สารตัวกลางใหเกิดปฏิกิริยาโดยจะทําใหโปรตีน BSA มีหมูเอมีนเพ่ิมข้ึนซ่ึงจะเปนการเพิ่มตําแหนง
การเช่ือมตอกับสาร CPAMOZ ใหไดมากข้ึน 
  เม่ือทําการเพิ่มหมูเอมีนใหกับโปรตีนพาหะ BSA ใหเปน cBSA แลวนําไปวัด
ปริมาณโปรตีนโดยวิธี Lowry เพ่ือหาความเขมขนโปรตีนสําหรับใชในการนําไปเช่ือมติดกับแฮป
เทน CPAMOZ ตอไป โดยนําคาการดูดกลืนแสงท่ี 750 นาโนเมตรท่ีความเจือจางตางๆ เทียบกับคา

335.2459
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ดูดกลืนแสงท่ีไดจากกราฟมาตรฐาน BSA ท่ีความเขมขนตางๆ (กราฟมาตรฐาน BSA แสดงดังตา
รางท่ี ก.1 และรูปท่ี ก.1ในภาคผนวก ก) ผลการทดลองแสดง ดังตารางท่ี  4.1 
 
 ตารางท่ี 4.1  ผลของคาความเขมขนของโปรตีนพาหะ cBSA ท่ีเตรียมได 
 

ความเจือจาง 
โปรตีนพาหะ cBSA 

คาการดูดกลืนแสงท่ี 
750 นาโนเมตร 

ความเขมขน 
โปรตีนพาหะ cBSA 

(มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 

1 : 2 0.645 0.678 

1 : 4 0.372 0.782 

1 : 8 0.195 0.821 

ปริมาณโปรตีนเฉล่ีย 0.761 

 
  จากผลการทดลอง พบวา โปรตีน cBSA ท่ีเตรียมไดท่ีความเจือจาง 1:2 , 1:4 และ 1:8 มี
คาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 750 นาโนเมตร เทากับ 0.645, 0.372 และ 0.195 ตามลําดับ เม่ือเทียบ
กับกราฟมาตรฐาน BSA และคํานวณเปนปริมาณโปรตีน cBSA ไดเทากับ 0.678, 0.782 และ 0.821 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ คิดเปนปริมาณโปรตีนเฉล่ียไดเทากับ 0.761 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
  นําไปหาโมเลกุลของหมูเอมีนท่ีเพิ่มข้ึนในการเตรียม cBSA  ดวยวิธี TNBSA ซ่ึง
หลักการของวิธี TNBSA คือ สาร TNBS จะไปจับกับหมูเอมีนอิสระแลวเกิดปฏิกิริยาการเปล่ียนแปลง
สีเปนสีสมสามารถวัดคาดูดกลืนแสงไดท่ี 335 นาโนเมตร  ผลการทดสอบการเพ่ิมหมูเอมีนบน
โมเลกุล cBSAแสดงดังตารางท่ี 4.2 
 ตารางท่ี 4.2  ผลทดสอบการเพ่ิมหมูเอมีนในโมเลกุลของโปรตีน BSA 
 

ความเขมขนโปรตีน 
(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

คาการดูดกลืนแสง  
โปรตีน BSA ท่ี  
335 นาโนเมตร 

คาการดูดกลืนแสง  
โปรตีน cBSA ท่ี  
335 นาโนเมตร 

คาเปอรเซ็นต 
หมูเอมีนท่ีเพิ่มข้ึน

ของ cBSA 

500 0.648 0.846 30.53 

200 0.292 0.388 32.68 

คาเปอรเซ็นตเฉล่ียของหมูเอมีนท่ีเพิ่มข้ึน 31.60 
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  จากผลการทดลองพบวาโปรตีนมาตรฐาน BSA ท่ีความเขมขน  200 และ 500 ไมโครกรัม
ตอมิลลิลิตร มีคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 335 นาโนเมตร เทากับ 0.292 และ 0.648 ตามลําดับ เทียบ
กับโปรตีน cBSA ท่ีเตรียมไดใหคาการดูดกลืนแสงเทากับ 0.388 และ 0.846 ท่ีความเขมขนโปรตีนท่ีเทากัน
ตามลําดับ คิดเปนคาเปอรเซ็นตของหมูเอมีนท่ีเพิ่มข้ึนเปน 32.68 และ 30.53 % ตามลําดับ และคิดเปนคา
เฉล่ียไดเทากับ 31.60 %  
 
  ผลการหาน้ําหนักโมเลกุลและโมเลกุลของหมูเอมีนท่ีเพิ่มข้ึนในการเตรียม cBSA 
ดวยเทคนิค MALDI-TOF MS แสดงในรูปท่ี 4.4 
            BSA        cBSA 

 
(4.4.1)     (4.4.2) 

รูปท่ี 4.4  โครมาโทแกรมท่ีไดจากการวิเคราะหดวย MALDI-TOF MS ของโปรตีน BSA (รูป 4.4.1) 
และcBSA (รูป 4.4.2) 
  จากโครมาโทแกรมที่ไดจากเทคนิค MALDI-TOF MS ผลการวิเคราะหพบวา น้ํา
หนักโมเลกุลของโปรตีน BSA มีคาเทากับ 67,020.67 ดาลตัน และน้ําหนักโมเลกุลของ cBSA ท่ี
เตรียมไดเทากับ 67,268.23  ดาลตัน ดังนั้นจึงสามารถคิดเปนอัตราสวนโมเลกุลของหมูเอมีนท่ีเพิ่ม
ข้ึนของโปรตีน BSA  1 โมเลกุล เทากับ 15  โมเลกุล 
 
 4.1.3   การเชื่อมติด  CPAMOZ กับ cBSA เพื่อใหได CPAMOZ-cBSA 
  เตรียมสารท่ีจะใชฉีดกระตุนระบบภูมิคุมกันโดยทําการเชื่อมตอสาร CPAMOZ กับ
โปรตีนพาหะ cBSA  นําไปวัดปริมาณโปรตีนพาหะท่ีสามารถเช่ือมติดกับ แอนติเจนดวย วิธี Lowry ดัง
แสดงผลในตารางท่ี 4.3 
 

67,020.627 67,268.23
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 ตารางท่ี 4.3   คาความเขมขนโปรตีนของแอนติเจน CPAMOZ-cBSA  สําหรับใชในการฉีด
         กระตุนหนูทดลอง 
 

ความเจือจาง 
CPAMOZ-cBSA 

คาการดูดกลืนแสงท่ี 
750 นาโนเมตร 

ความเขมขน 
โปรตีนCPAMOZ- cBSA 

(มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 

- 0.432 0.227 

1 : 2 0.229 0.241 

ปริมาณโปรตีนเฉล่ีย 0.234 

ปริมาณโปรตีนท้ังหมด = 1.78 มิลลิกรัม 

   
  จากผลการวัดปริมาณโปรตีนของแอนติเจน CPAMOZ-cBSA ท่ีเตรียมไดพบวาท่ี
แอนติเจนท่ีไมไดเจือจาง  และ เจือจาง 1:2  ใหคาการดูดกลืนแสงท่ี 750 นาโนเมตร เทากับ 0.432 
และ 0.229 ตามลําดับ เม่ือเทียบกับกราฟมาตรฐาน BSA (กราฟมาตรฐาน BSA แสดงดังตารางท่ี ก.2 
และรูปท่ี ก.2 ในภาคผนวก ก) และคํานวณเปนปริมาณโปรตีนของแอนติเจน CPAMOZ-cBSA ได
เทากับ 0.227 และ 0.241 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ คิดเปนปริมาณโปรตีนเฉล่ียเทากับ 0.234 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และคิดเปนปริมาณโปรตีนท้ังหมดเทากับ 1.78 มิลลิกรัม 
 
  การวัดหมูเอมีนอิสระของโปรตีนท่ีใชติดดวยวิธี TNBS  เพื่อนําไปคํานวณคาปริมาณ
การเชื่อมติดระหวาง แอนติเจนกับโปรตีนพาหะ ซ่ึงผลที่ไดดังตารางท่ี 4.4 
ตารางท่ี 4.4   คาเปอรเซ็นตของการเช่ือมติดระหวาง  CPAMOZ  กับโปรตีน cBSA  
 

ความเขมขน 
โปรตีนมาตรฐาน BSA 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

คาการดูดกลืนแสง  
โปรตีน BSA ท่ี  
335 นาโนเมตร 

คาการดูดกลืนแสง  
โปรตีน cBSA ท่ี  
335 นาโนเมตร 

คาการดูดกลืนแสง  
CPAMOZ-cBSA 
ท่ี 335 นาโนเมตร 

คาเปอรเซ็นต 
การเช่ือมติด 

200 0.292 0.388 0.061 84.20 

125 0.195 0.235 0.040 83.07 

คาเฉล่ืยเปอรเซ็นตการเชื่อมติดแอนติเจน CPAMOZ-cBSA 83.63 

  
  จากผลการทดลองพบวาโปรตีน cBSA ท่ีเตรียมไดความเขมขน  125 และ 200 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร มีคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 335 นาโนเมตร เทากับ  0.388 และ 0.235 



                                                                                                
                                                                                             

 

50 

 

ท่ีความเขมขนโปรตีนท่ีเทากันกับโปรตีน cBSA ของ แอนติเจน CPAMOZ-cBSA ใหคาการดูดกลืน
แสงเทากับ 0.061 และ 0.040 ตามลําดับ คิดเปนคาเปอรเซ็นตของการเช่ือมติดระหวาง CPAMOZ กับ 
cBSA เปน 84.20 และ 83.07 ตามลําดับ และคิดเปนคาเฉล่ียไดเทากับ 83.63 เปอรเซ็นต  
 
  หาน้ําหนักโมเลกุลและโมเลกุลของสาร CPAMOZ ท่ีเช่ือมติดกับโปรตีน cBSA 
ดวย MALDI-TOF MS ดังแสดงในรูปท่ี 4.5 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 รูปท่ี 4.5  โครมาโทแกรมท่ีไดจากการวิเคราะหดวย MALDI-TOF MS ของแอนติเจน CPAMOZ-cBSA   
 
  จากโครมาโทแกรมท่ีไดจากการวิเคราะหดวย MALDI-TOF MS พบวา น้ําหนัก
โมเลกุลของ cBSA มีคาเทากับ  67,268.23  ดาลตัน และนํ้าหนักโมเลกุลแอนติเจน CPAMOZ-
cBSA ท่ีเตรียมได มีคาเทากับ 76,407.08  ดาลตัน ดังนั้นจึงสามารถคิดเปนอัตราสวนโมเลกุลของ 
CPAMOZ ท่ีติดกับโปรตีน cBSA  1 โมเลกุล เทากับ 27 โมเลกุล 
 
4.2 การเตรียมแอนติเจนสําหรับใชในการทํา Screening test   
 
 ในการทํา Screening test เพ่ือคัดกรองโคลนท่ีผลิตแอนติบอดีท่ีตองการจะใช CPAMOZ ท่ี
เช่ือมตอกับ OVA แทนการใช CPAMOZ ท่ีเช่ือมตอกับ BSA หรือ cBSA เพื่อลดการเกิดผลบวกท่ีเปน
เท็จ ท่ีเกิดเนื่องจากการจับกันของแอนติบอดี และโปรตีนพาหะ BSA  หรือ cBSA โดยในการเช่ือม 

76,407.08
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CPAMOZ  กับ OVA จะใช EDA เปนตัวชวยในการเช่ือมติด ซ่ึงหลังจากปฏิกิริยา เช่ือมตอไดทําการ
วัดปริมาณ OVA ผลปรากฎดังตารางท่ี 4.5 
 
ตารางที่ 4.5  คาความเขมขนของโปรตีนแอนติเจน CPAMOZ-OVA ท่ีเตรียมสําหรับใชในการทํา 
       Screening test 
 

ความเจือจาง 
CPAMOZ-OVA 

คาการดูดกลืนแสงท่ี 
750 นาโนเมตร 

ความเขมขน 
โปรตีนCPAMOZ- cBSA 

(มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 

1 : 20 0.839 7.994 

1 : 50 0.461 7.683 

ปริมาณโปรตีนเฉล่ีย 7.838 

 
 จากผลการวัดปริมาณโปรตีนของแอนติเจน CPAMOZ-OVA ท่ีเตรียมไดพบวาท่ีแอนติเจนท่ี
เจือจางท่ี 1:20 และ 1:50  พบวาใหคาการดูดกลืนแสงท่ี 750 นาโนเมตร เทากับ 0.839 และ 0.461ตาม
ลําดับ เม่ือเทียบกับกราฟมาตรฐาน OVA (กราฟมาตรฐาน OVA แสดงดังตารางท่ี ก.7 และรูปท่ี ก.3 ใน
ภาคผนวก ก) และคํานวณเปนปริมาณโปรตีนของแอนติเจน CPAMOZ-OVA ไดเทากับ 7.994 และ 
7.683 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ คิดเปนปริมาณโปรตีนเฉล่ียเทากับ 7.838 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  
 การวัดคาเปอรเซ็นตการเช่ือมติด และจํานวนโมเลกุลของสาร CPAMOZ ท่ีติดกับโปรตีน 
OVA ไดผลดังตารางท่ี 4.6 
 
                  ตารางท่ี 4.6  คาเปอรเซ็นตของการเช่ือมติดระหวาง  CPAMOZ  กับโปรตีน OVA 
 

ความเขมขน 
โปรตีนมาตรฐาน OVA 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

คาการดูดกลืนแสง  
โปรตีน OVA ท่ี  
335 นาโนเมตร 

คาการดูดกลืนแสง  
CPAMOZ- OVA 
ท่ี 335 นาโนเมตร 

คาเปอรเซ็นต 
การเช่ือมติด 

1000 0.709 0.617 12.96 

500 0.500 0.403 19.35 

คาเฉล่ืยเปอรเซ็นตการเชื่อมติดแอนติเจน CPAMOZ- OVA 16.20 
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 จากตารางพบวาแอนติเจน CPAMOZ-OVA ท่ีเตรียมไดท่ีความเขมขนโปรตีน 500 และ 1000 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ใหคาดูดกลืนแสงท่ี 335 นาโนเมตร ท่ีไดจากวัดหมูเอมีนอิสระท่ีเหลือจากการ
เช่ือมติดสาร CPAMOZ กับโปรตีน OVA ท่ีวัดไดจากวิธี TNBSA นั้นจะใหคาดูดกลืนแสงเปน 0.403  
และ 0.617 ตามลําดับ ซ่ึงสามารถคิดเปนคาเปอรเซ็นตของการเช่ือมติดเปน 19.35 และ 12.96 ตาม
ลําดับ โดยจะคิดเปนคาเฉล่ียเปอรเซ็นตการเช่ือมติดเปน 16.20 เปอรเซ็นต 
  นํามาหาน้ําหนักโมเลกุลและโมเลกุลของสาร CPAMOZ ท่ีเช่ือมติดกับโปรตีน 
OVA ดวย  MALDI-TOF MS ดังผลแสดงในรูป 4.6 

 
             OVA         CPAMOZ-OVA 

 
          (4.6.1)     (4.6.2) 

รูปท่ี 4.6  โครมาโทแกรมท่ีไดจากการวิเคราะหดวย MALDI-TOF MS ของโปรตีน OVA (รูป 
4.6.1) และแอนติเจน CPAMOZ-OVA  (รูป 4.6.2) 
 
  จากโครมาโทแกรมท่ีไดจากเทคนิค MALDI-TOF MS ผลการวิเคราะหพบวา น้ํา
หนักโมเลกุลของ OVA มีคาเทากับ 44,757.791 ดาลตัน และนํ้าหนักโมเลกุลแอนติเจน CPAMOZ- 
OVA ท่ีเตรียมได มีคาเทากับ 45,221.808 ดาลตัน ดังนั้นจึงสามารถคิดเปนอัตราสวนโมเลกุลของ 
CPAMOZ ท่ีติดกับโปรตีน OVA  1 โมเลกุล เทากับ 1.4 โมเลกุล 
 
  จากการเช่ือมสาร CPAMOZ  และ AMOZ กับโปรตีนพาหะ cBSA  BSA  และ OVA 
โดยใชสาร EDC และ NHS เปนสารชวยใหเช่ือมติด และนําแอนติเจนท่ีเตรียมไดมาหาปริมาณโปรตีน
และเปอรเซ็นตการติดดวยวิธี TNBS และหาน้ําหนักโมเลกุลของสารดวยวิธี MALDI-TOF MS 
สามารถสรุปผลไดดังตารางท่ี 4.7 
   

44,757.791

45,221.808
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ตารางท่ี 4.7  สรุปปริมาณโปรตีนของแอนติเจนท่ีเตรียมและอัตราสวนโมเลกุลการติดแฮปเทนกับ
โปรตีนของแอนติเจนชนิดตางๆท่ีเตรียมได 

 
การเช่ือมติดแฮปเทนกับโปรตีนพาหะ      แอนติเจน  สารท่ีใช 

Conjugate 
    ปริมาณโปรตีน 
(มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) วิธี TNBSA 

      (%) 
     MALDI-TOF MS 
นํ้าหนักโมเลกุล (กรัมตอโมล) 

 อัตราสวนการติด 
แฮปเทน :โปรตีน 

        cBSA EDC                       3.630         77.58                       67,268.230          15 :1 
CPAMOZ-cBSA EDC,NHS                       0.234         83.63                       76,407.080          27 :1 
CPAMOZ-OVA EDC                       7.838         19.00                       45,221.808         1.4 :1 
CPAMOZ-BSA EDC                       7.898           9.00 -         2.4 :1 
AMOZ-OVA EDC                       0.761         39.76 - - 
หมายเหตุ  สัญลักษณ ( - )  คือ ไมมีการสงตรวจหาน้ําหนักโมเลกุลเนื่องจากสามารถทดสอบไดดวย
            วิธี ELISA 
 
 จากตารางท่ี 4.7 สามารถสรุปไดวา ในการเช่ือมสาร CPAMOZ  กับโปรตีนพาหะ cBSA 
จะใหคาเปอรเซ็นตและอัตราการเช่ือมติดท่ีสูงกวาโปรตีนพาหะ BSA  และ OVA อาจมีผลมาจาก
โปรตีน cBSA มีหมูเอมีนท่ีเพิ่มข้ึนชวยเพิ่มโอกาสใหสาร CPAMOZ มาจับไดมากข้ึน 
 
4.3 การกระตุนระบบภูมิคุมกันของหนูใหสรางแอนติบอดีตอสาร CPAMOZ  
 
 จากการฉีดกระตุนหนูทดลองท้ังหมด 5 ตัว ดวยแอนติเจน CPAMOZ-cBSA เพื่อใหหนูสราง
แอนติบอดีตอสาร CPAMOZ ซ่ึงแอนติบอดีท่ีผลิตออกมานั้นเปนชนิดพอลิโคลนอลแอนติบอดีตอ
สาร CPAMOZ โดยนําซีรัมของหนูท่ีไดรับการฉีดกระตุนดวยแอนติเจนดังกลาวมาใชในการหาระดับ
แอนติบอดีกอนทําการหลอมรวมเซลลเพื่อผลิตเซลลไฮบริโดมาตอไป  

4.3.1 การหาระดับแอนติบอดีของซีรัมหนูทดลองท่ีฉีดกระตุน 
  จากการทดสอบหาระดับแอนติบอดี โดยทดสอบดวยเทคนิค indirect ELISA จะ
ใช 3 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ของ CPAMOZ-OVA เปนแอนติเจนสําหรับเคลือบจานทดสอบ
ELISA 96 หลุม จะใหคาการดูดกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตร ดังผลแสดงดังตารางท่ี 4.8 
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ตารางท่ี 4.8  ระดับแอนติบอดี (antibody titer) จากซีรัมของหนูทดลองท่ีฉีดกระตุนดวย CPAMOZ-
cBSAท่ีระดับความเจือจางของซีรัมท่ีระดับตางๆ 

 
คาดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร ของซีรัมหนูทดลอง 

       หนูตัวที่ 1      หนูตัวที่ 2       หนูตัวที่ 3      หนูตัวที่ 4      หนูตัวที่ 5 

 ความเจือจาง 

   ซีรัมหนู 
กอนกระตุน  
     
 ตัวควบคุมลบ 

  PBS 1 %BSA 
 ใน PBS 

  PBS 1 %BSA 
 ใน PBS 

  PBS 1 %BSA 
 ใน PBS 

  PBS 1 %BSA 
 ใน PBS 

  PBS 1 %BSA 
 ใน PBS 

        1:500 0.136  2.654     2.585  2.060     1.989   2.273     2.345   2.090     2.034   2.694     2.602 

      1:1000 0.117  2.653     2.638  1.239     1.494   2.112     2.112   1.592     1.362   2.701     2.390 

      1:2000 0.092  1.929     2.044  0.776     0.965   1.752     1.953   1.391     1.085   2.434     2.382 

      1:4000 0.131  1.313     1.673  0.450     0.756   1.654     1.789   1.106     0.874   2.145     1.907 

      1:8000 0.171  0.840     1.036  0.314     0.445   1.276     1.470   0.753     0.662   1.362     1.527 

    1:16000 0.141  0.509     0.767  0.255     0.318   0.956     1.268   0.645     0.539   0.847     0.908 

    1:32000 0.138  0.314     0.445      -        -   0.750     0.915   0.437     0.367   0.491     0.667 

    1:64000 0.088  0.255     0.318      -        -   0.498     0.544   0.339     0.266   0.347     0.703 

  1:128000 0.136      -        -      -         -   0.347     0.396      -        -   0.281     0.334 

 
  พบวาหนูทดลองตัวท่ี 1,  2, 3,  4  และ 5 ใหระดับแอนติบอดี (antibody titer) ท่ี
ระดับความเจือจางตํ่าสุดท่ีใหคาการดูดกลืนแสงเปน 2  เทาของคาดูดกลืนแสงของตัวควบคุมลบ อยู
ท่ีระดับความเจือจาง 1:64000,  1:16000,  1:128000,  1:64000 และ 1:128000 ตามลําดับ ซ่ึงสามารถ
แสดงกราฟของระดับแอนติบอดีของหนูทดลองทั้ง 5 ตัว เปรียบเทียบกับซีรัมของหนูทดลองกอน
ฉีดกระตุน (preimmuned serum) ดังรูปท่ี 4.7 
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รูปท่ี 4.7  ระดับแอนติบอดีของหนูทดลองท้ัง 5 ตัว ท่ีไดรับการฉีดกระตุนดวย CPAMOZ-cBSA 

 
 
 จากนั้นทําการทดสอบการทําปฏิกิริยาของแอนติบอดีในซีรัมหนูกับแอนติเจน 

CPAMOZ-OVA เปรียบเทียบกับ OVA  และ BSA ดวยวิธี indirect ELISA ดังแสดงใหเห็นดัง
รูปท่ี  4.8 
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  คร้ังท่ี 1                 คร้ังท่ี 2 

 
                          คร้ังท่ี 3                                                                     คร้ังท่ี 4     

 
           คร้ังท่ี 5 
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รูปท่ี 4.8  ผลการทดสอบระดับแอนติบอดี ดวยวิธี Indirect ELISA ของซีรัมหนูทดลองตัวท่ี 1-5 
กอนหลอมรวมเซลลคร้ัง 1-5 ตามลําดับ ท่ีความเจือจางตางๆ โดยใชสารเคลือบจาน 96 หลุม ดังนี้ 
          CPAMOZ-OVA,            BSA และ         OVA (ปริมาณ 3 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
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 จากผลการทดสอบระดับแอนติบอดีท่ีแสดงในรูปท่ี 4.8 แสดงใหเห็นวา ในซีรัมของ
หนูกอนหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 1 จะมีแอนติบอดีท่ีสามารถทําปฏิกิริยากับโปรตีน BSA ไดเพียงเล็กนอย 
สวนซีรัมกอนหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 2 นั้นจะมีแอนติบอดีท่ีสามารถทําปฏิกิริยากับโปรตีน BSA ไดสูง
กวา CPAMOZ-OVA สําหรับซีรัมกอนหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 3 และ 4 นั้นจะมีแอนติบอดีท่ีทําปฏิกิริยา
กับโปรตีน BSA แตนอยกวา CPAMOZ-OVA และซีรัมของหนูท่ีหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 5  เม่ือทดสอบ
ซีรัมในจาน 96 หลุมท่ีเคลือบดวย CPAMOZ-OVA  BSA และ OVA แสดงใหเห็นแนวโนมวาเซลลไฮบ
ริโดมา ท่ีไดนาจะสามารถผลิตแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอสาร CPAMOZ ได เนื่องจากทําปฏิกิริยากับ
แอนติเจน CPAMOZ-OVA ไดสูง และทํา ปฏิกิริยากับโปรตีน BSA ไดเล็กนอย และไมทําปฏิกิริยากับ
โปรตีน OVA (ตารางท่ี ก.4-8 ในภาคผนวก ก) หลังจากนั้นนําซีรัมของหนูทดลองกอนหลอมรวมเซลล
ท่ีไดไปทดสอบความจาํเพาะของแอนติบอดีท่ีผลิตไดกับสารอิสระท่ีตองการตรวจสอบตอไปโดยวิธี 
competitive ELISA 
 

4.3.2 การทดสอบความจําเพาะของแอนติบอดีตอ CPAMOZ ในซีรัม โดยวิธี Indirect 
competitive  ELISA 

  จากผลการหาระดับแอนติบอดีจากซีรัมหนูทดลองที่ไดรับการฉีดกระตุนแลวพบ
วาหนูทดลองใหระดับแอนติบอดีสูงเพียงพอท่ีจะทําการหลอมรวมเซลลเพื่อเตรียมเซลลไฮบริโดมา
ตอไปได ดังนั้นกอนหลอมรวมเซลลจะทําการทดสอบความจําเพาะของซีรัมหนูกับสาร CPAMOZ, 
NPAMOZ และ AMOZ ในรูปอิสระความเขมขน 1, 10 และ 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ดวย
เทคนิค Competitive ELISA โดยใชแอนติเจน CPAMOZ-OVA ปริมาณ 3 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
เคลือบบนจานทดสอบ ELISA 96 หลุม เพ่ือแสดงใหทราบวาหนูท่ีไดรับการฉีดกระตุนนั้นสราง
แอนติบอดีท่ีมีความจําเพาะกับสารท่ีอยูในรูปอิสระ ดงัแสดงในตารางท่ี  4.9 
  จากตารางท่ี 4.9 ผลท่ีไดจากการทดสอบความจําเพาะของซีรัมหนูทดลองท้ัง 5 ตัว 
กอนทําการหลอมรวมเซลล พบวาความเจือจางท่ีใหคาการดูดกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตร ประมาณ 1  
ของซีรัมของหนูตัวท่ี 1-5 เปน 1:8000, 1:2000, 1:8000, 1:4000  และ 1:8000 ตามลําดับ ซ่ึงใหคาดูดกลืน
แสงของซีรัมหนูท่ีไมไดเติมสารอิสระ เปน 0.840, 0.775, 1.276, 1.106 และ เม่ือเติมสารอิสระ CPAMOZ 
ในซีรัมของหนูทดลองตัวท่ี 1–3 พบวาท่ีความเขมขนของสารที่ 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จะสงผลให
คาการดูดกลืนแสงลดลงไป 50 เปอรเซ็นต จากคาดูดกลืนแสงของซีรัมหนูท่ีไมไดเติมสารอิสระ และ
เม่ือเพิ่มความเขมขนของสารอิสระ CPAMOZ เปน 10  และ 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร คาดูดกลืนแสง
ท่ีไดจะลดลงเทากับคาดูดกลืนแสงในหลุมท่ีไมไดเติมแอนติบอดีลงไป (black ground) แสดงใหเห็นวา 
แอนติบอดีท่ีไดจากซีรัมของหนูตัวท่ี 1-3 มีความจําเพาะตอสาร CPAMOZ ในรูปอิสระ สําหรับสาร 
AMOZ ท่ีเติมในซีรัมของหนูทดลองตัวท่ี 1-3 พบวาท่ีความเขมขนของสารที่ 1, 10  และ 100 ไมโครกรัม
ตอมิลลิลิตร ใหคาดูดกลืนแสงลดลง 30 เปอรเซ็นต เม่ือเปรียบเทียบกับคาดูดกลืนแสงของซีรัมหนูท่ีไม
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ไดเติมสารอิสระ แสดงใหเห็นวาแอนติบอดีบางสวนที่ไดจากซีรัมของหนูตัวท่ี 1-3 มีความจําเพาะตอ
สาร AMOZ ในรูปอิสระ สําหรับซีรัมของหนูทดลองตัวท่ี 4 และ 5 นั้นเม่ือเติมสารอิสระ CPAMOZ  
และ NPAMOZ ท่ีความเขมขน 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จะใหคาการดูดกลืนแสงลดลงไป 70 
เปอรเซ็นต  และเม่ือเพิ่มความเขมขนของสารอิสระดังกลาวเปน 10 และ 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จะ
สงผลใหคาดูดกลืนแสงท่ีไดจะลดลงเทากับคาดดูกลืนแสงของ black ground และเม่ือเติมสารอิสระ 
AMOZ ท่ีความเขมขน 1, 10  และ 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร พบวาท้ัง 3 ความเขมขน จะสงผลใหคา
การดูดกลืนแสงของซีรัมหนูตัวท่ี 4 และ 5 ลดลง 50 เปอรเซ็นต   แสดงใหเห็นวาแอนติบอดีท่ีไดจากหนู
ทดลองตัวท่ี 4 และ 5 นั้นมีความจําเพาะตอสารอิสระ CPAMOZ    NPAMOZ   และ AMOZ 

  
  สรุปไดวาเม่ือนําซีรัมหนูตัวท่ี 1-5 ท่ีความเจือจางท่ี 1:8000, 1:2000, 1:8000, 1:4000  และ 
1:8000  ตามลําดับ  มาตรวจสอบดูวาหนูมีแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอสาร CPAMOZ, NPAMOZ  และ AMOZ 
ในรูปอิสระหรือไม โดยใชความเขมขนของสารในรูปอิสระท่ี 1 , 10  และ 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ถา
หนูมีแอนติบอดีตอสารอิสระแอนติบอดีท่ีอยูในซีรัมจะทําปฏิกิริยากับ สารดังกลาวในรูปอิสระ ทําใหคา
ดูดกลืนแสงลดลงเม่ือเทียบกับซีรัมท่ีไมไดนําสารดังกลาวมาทําปฏิกิริยา จากผลการทดลองแสดงดัง รูปท่ี 
4.9 พบวา คาดูดกลืนแสงลดลงเม่ือความเขมขนของสาร CPAMOZ, NPAMOZ  และAMOZ  เพิ่มข้ึน แสดง
วา ในซีรัมของหนูตัวท่ี 1-5  มีแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอสารทั้ง  3 ในรูปอิสระจึงนํามามของหนูทดลองท้ัง 5 
ตัวมาทําการหลอมรวมเซลลตอไป



                                                                                                                                                    
                                                                                                                                                 

 

59 

 

  ตารางที่ 4.9  ผลการทดสอบความสามารถในการจับกับสารแอนติเจนอิสระของซีรัมจากหนูทดลองที่ไดรับการฉีดกระตุน 
  

คาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร 
เติมสารอิสระ CPAMOZ 
(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

เติมสารอิสระ NPAMOZ 
(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

เติมสารอิสระAMOZ 
(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

ซีรัมหนูทดลอง 
(ความเจือจาง) ไมเติม

สารอิสระ 
เติมสารอิสระ 
1 เปอรเซ็นต  

BSA 1 10 100 1 10 100 1 10 100 
หนูตัวที่1 
(1:8000) 

0.840 1.036 0.778 0.248 0.148 0.361 0.180 0.130 0.673 0.589 0.554 

หนูตัวที่2 
(1:2000) 

0.775 0.965 0.463 0.349 0.279 0.404 0.184 0.144 0.500 0.511 0.620 

หนูตัวที่3  
(1:4000) 

1.276 1.470 0.717 0.258 0.122 0.220 0.175 0.140 0.825 0.860 0.810 

หนูตัวที่4 
(1:4000) 

1.106 0.874 0.352 0.205 0.143 0.383 0.258 0.130 0.551 0.531 0.508 

หนูตัวที่5 
(1:8000) 

1.315 1.368 0.995 0.291 0.252 1.046 0.904 0.297 1.190 1.046 1.044 

*ตัวควบคุมลบ 0.195 - - - - - - - - - - 
 *ตัวควบคุมลบคือซีรัมของหนูกอนไดรับการกระตุน (preimmuned serum) เจือจาง1:2000 ใน PBS
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  คร้ังท่ี 5 
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รูปท่ี 4.9 ผลการทดสอบหาความจําเพาะของแอนติบอดีตอ CPAMOZ, NPAMOZ  และ AMOZ  
ในซีรัมหนูทดลองตัวท่ี 1-5 กอนหลอมรวมเซลลคร้ัง 1-5 ตามลําดับดวยวิธี  Indirect  ELISA ดังนี้ 
         CPAMOZ ,         NPAMOZ กับ  AMOZ  
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4.4 ผลการหลอมรวมเซลลมามกับเซลลมัยอีโลมา 
 
  เม่ือฉีดกระตุนหนูทดลองท้ัง 5 ตัว ดวยแอนติเจน CPAMOZ-cBSA ท่ีมีประมาณ
โปรตีน 50 ไมโครกรัมตอคร้ัง โดยฉีดกระตุนหนูตัวท่ี 1 และ 2  ท้ังหมดจํานวน 5  คร้ัง  หนูตัวท่ี 3  
จํานวน 6 คร้ัง  สําหรับหนูตัวท่ี 4 ฉีดกระตุนท้ังหมด 5 คร้ัง โดย 3 คร้ังกระตุนดวยแอนติเจนท่ีมีปริมาณ
โปรตีน 50 ไมโครกรัม และ 2 คร้ังกอนหลอมรวมเซลลจะกระตุนดวยแอนติเจนปริมาณ 100 ไมโครกรัม 
สวนหนูตัวท่ี 5 ทําการฉีดกระตุนท้ังหมด 6 คร้ัง  3 คร้ังแรกฉีดแอนติเจนประมาณ 50 ไมโครกรัม ซ่ึง 3 
คร้ังท่ีเหลือไดฉีดกระตุนดวย 100 ไมโครกรัมของปริมาณโปรตีนแอนติเจน   โดยหนูท้ัง 5 ตัวใหระดับ
แอนติบอดีอยูท่ีระดับความเจือจางกอนทําการหลอมรวมเซลล 1:64000 ,  1:16000,  1:128000,  1:64000 
และ 1:128000  ตามลําดับ  จึงนําเซลลมามของหนูไปทําการหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 1,  2,  3,  4  และ 5 ตาม
ลําดับ ซ่ึงจะสรุปผลของการหลอมรวมเซลลมามท้ัง 5 คร้ังไดดังนี้ 
   

4.4.1 ผลการหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 1  
  หลังจากทําการหลอมรวมเซลลมามของหนูตัวท่ี 1 กับเซลลมัยอีโลมาแลวทําการเล้ียง
เซลลในจานชนิด 96 หลุม จํานวน 576 หลุม (6 จาน) โดยภายหลังจากการหลอมรวมเซลลแลวประมาณ 
1 สัปดาห นําจานชนิด 96 หลุม มาตรวจดูภายใตกลองจุลทรรศนชนิดหัวกลับ (inverted microscope) 
พบวาเซลลไฮบริโดมามีลักษณะเปนโคโลนีขนาดเล็กในหลุมซ่ึงมีประมาณ 222 หลุม หรือคิดเปน
เปอรเซ็นตของจํานวนหลุมท้ังหมดได 39 เปอรเซ็นต  จากนั้นจึงทําการเล้ียงเซลลไฮบริโดมาตอโดย
เปล่ียนอาหารทุกๆ 3 วัน จนโคโลนีเพิ่มจํานวนมากข้ึนประมาณ 2/3 ของหลุม จึงทําการตรวจหาเซลล
ไฮบริโดมาท่ีผลิตแอนติบอดีตอ CPAMOZ โดยนําอาหารท่ีเล้ียงเซลลไปทดสอบดวยวิธี indirect ELISA 
ซ่ึงจะใชแอนติเจนสําหรับใชคัดเลือกเซลลไฮบริโดมา (Screening test) เปน CPAMOZ-OVA (ความเขม
ขน 3 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เม่ือพบหลุมท่ีใหผลบวกจากคาการดูดกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตร ท้ัง
หมด 54 หลุม คิดเปนเปอรเซ็นตได 24 %  ของจํานวนหลุมท่ีใหเซลลไฮบริโดมา จึงทําการยายเซลลจาก
หลุมในจานชนิด 96 หลุม ใสลงในหลุมของจานชนิด 24 หลุม เพื่อใหเซลลเพิ่มจํานวนกอนท่ีจะนําไป
ทําการแยกใหไดเซลลเดี่ยวๆ เม่ือทําการตรวจหาแอนติบอดีตอ CPAMOZ ในอาหารเล้ียงเซลลจากหลุม
ในจานชนิด 24 หลุม พบวา เซลลไดสูญเสียคุณสมบัติการผลิตแอนติบอดีตอ CPAMOZ ไป 
 

4.4.2 ผลการหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 2 
  หลังจากหลอมรวมเซลลมามหนูตัวท่ี 2 กับเซลลมัยอีโลมาแลวทําการเล้ียงเซลลในจาน
ชนิด 96 หลุม จํานวน 576 หลุม (6 จาน) หลังจากนั้นประมาณ 1 สัปดาห  นําจานชนิด 96 หลุม มาตรวจดู
ดวยกลองจุลทรรศน พบวาเซลลไฮบริโดมามีลักษณะเปนโคโลนีขนาดเล็กในหลุมซ่ึงมีประมาณ 103 
หลุม หรือคิดเปนเปอรเซ็นตของจํานวนหลุมท้ังหมดได 18 เปอรเซ็นต จากน้ันจึงทําการเล้ียงเซลลไฮบริ
โดมาตอจนโคโลนีเพิ่มจํานวนมากข้ึนประมาณ 2/3 ของหลุม จึงทําการตรวจหาเซลลไฮบริโดมาท่ีผลิต
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แอนติบอดีตอ CPAMOZ โดยนําอาหารท่ีเล้ียงเซลลไปทดสอบดวยวิธี indirect ELISA ซ่ึงจะใช 3 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรของ CPAMOZ-OVA เปนแอนติเจนสําหรับใชคัดเลือกเซลลไฮบริโดมา 
(Screening test)   เม่ือพบหลุมท่ีใหผลบวกจากคาการดูดกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตร ท้ังหมด 4 หลุม คิด
เปนเปอรเซ็นตได 4 %  ของจํานวนหลุมท่ีใหเซลลไฮบริโดมา จึงทําการยายเซลลจากหลุมในจานชนิด 96 
หลุม ใสลงในหลุมของจานชนิด 24 หลุม เพื่อใหเซลลเพิ่มจํานวนกอนท่ีจะนําไปทําการแยกใหไดเซลล
เดี่ยว  ๆ เม่ือทําการตรวจหาแอนติบอดีตอ CPAMOZ ในอาหารเล้ียงเซลลจากหลุมในจานชนิด 24 หลุม 
พบวา เซลลไดสูญเสียคุณสมบัติการผลิตแอนติบอดีตอ CPAMOZ ไป 
 

4.4.3 ผลการหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 3 
 หลังจากทําการหลอมรวมเซลลมามของหนูทดลองตัวท่ี 3 กับเซลลไมอิโลมา เม่ือ

เล้ียงเซลลในจานชนิด 96 หลุม จํานวน 576 หลุม (6 จาน) ภายหลังจาก 1 สัปดาห พบวาในหลุมมีเซลล
ไฟโบรบลาสต (fibroblast) จํานวนมาก และพบเซลลไฮบริโดมามีลักษณะเปนโคโลนีขนาดเล็กในหลุม
เพียงเล็กนอย หลังจากนั้นจึงทําการเล้ียงเซลลไฮบริโดมาตอ 1 สัปดาห ใหมีขนาดโคโลนีขนาดใหญข้ึน
เพื่อนําไปทดสอบดวยวิธี Indirect ELISA ตอไป แตไมพบเซลลไฮบริโดมาท่ีพบในชวง 1 สัปดาหแรก
เหลืออยูเนื่องจากเซลลไฟโบรบลาสตเจริญอยางรวดเร็วและมีปริมาณมากกวาเซลลไฮบริโดมาจึงสงผล
ใหไปบดบังการเจริญของเซลลไฮบริโดมาและเซลลจึงตายไปในท่ีสุด 

 
4.4.4  ผลการหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 4 
การหลอมรวมเซลลมามของหนูทดลองตัวท่ี 4 กับเซลลไมอิโลมา  พบวาเม่ือเล้ียง

เซลลในจานชนิด 96 หลุม จํานวน 672 หลุม ( 7 จาน) หลังจากนั้นประมาณ 1 สัปดาห  นําจานชนิด 96 
หลุม มาตรวจดูดวยกลองจุลทรรศน พบวาเซลลไฮบริโดมามีลักษณะเปนโคโลนีขนาดเล็กในหลุมซ่ึงมี
ประมาณ 88 หลุม หรือคิดเปนเปอรเซ็นตของจํานวนหลุมท้ังหมดได 13 เปอรเซ็นต จากนั้นจึงทําการ
เล้ียงเซลลไฮบริโดมาตอจนโคโลนีเพิ่มจํานวนมากข้ึน จึงทําการตรวจหาเซลลไฮบริโดมาท่ีผลิต
แอนติบอดีตอ CPAMOZ โดยนําอาหารท่ีเล้ียงเซลลไปทดสอบดวยวิธี indirect ELISA ซ่ึงจะใช 3 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ของ CPAMOZ-OVA  เปนแอนติเจนสําหรับใชคัดเลือกเซลลไฮบริโดมา เม่ือ
พบหลุมท่ีใหผลบวกจากคาการดูดกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตร ท้ังหมด 20 หลุม คิดเปนเปอรเซ็นตได 23 
%  ของจํานวนหลุมท่ีใหเซลลไฮบริโดมา จึงทําการยายเซลลจากหลุมในจานชนิด 96 หลุม ใสลงใน
หลุมของจานชนิด 24 หลุม เพื่อใหเซลลเพิ่มจํานวนกอนท่ีจะนําไปทําการแยกใหไดเซลลเดี่ยวๆ เม่ือทํา
การตรวจหาแอนติบอดีตอ CPAMOZ ในอาหารเล้ียงเซลลจากหลุมในจานชนิด 24 หลุม พบวา เซลล
ไฮบริโดมาโคลน 4G11 เทานั้นท่ีผลิตแอนติบอดีตอ CPAMOZ จึงทําการโคลนเซลลและเจือจางใหได
โคลนเด่ียวดวยเทคนิค limiting dilution ซํ้า 3 คร้ัง เพื่อใหแนใจวาเปนโมโนโคลนท่ีผลิตโมโนโคลนอล
แอนติบอดีตอ CPAMOZ โดยมีคาดูดกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตรท่ีไดจากการตรวจสอบดวยเทคนิค 
indirect ELISA แตละคร้ัง ดังตารางท่ี 4.10 
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 ตารางท่ี  4.10  การทดสอบแอนติบอดีตอ CPAMOZ ในอาหารเล้ียงเซลลไฮบริโดมาของ
               การหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 4  
 

คาดูดกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตร รหัสเซลลไฮบริโดมา 
โคลนเซลลคร้ังท่ี 1 โคลนเซลลคร้ังท่ี 2 โคลนเซลลคร้ังท่ี 3 

4G11 2.469 2.649 2.589 
*ตัวควบคุมบวก 1.583 1.655 1.241 
*ตัวควบคุมลบ 0.113 0.172 0.154 

      * ตัวควบคุมบวก คือ ซีรัมของหนูท่ีนํามามมาหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 4 ท่ีความเจือจาง 1:4000  
          * ตัวควบคุมลบ   คือ ซีรัมของหนูทดลองกอนฉีดกระตุน ( preimmuned serum ) ท่ีความเจือ
       จาง 1:4000  
 

4.4.5 ผลการหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 5 
 หลังจากทําการหลอมรวมเซลลมามของหนูตัวท่ี 5 กับเซลลมัยอีโลมาแลวทํา

การเล้ียงเซลลในจานชนิด 96 หลุม จํานวน 768 หลุม (8 จาน) โดยภายหลังการหลอมรวมเซลลแลว
ประมาณ 1 สัปดาห นําจานชนิด 96 หลุม มาตรวจดูดวยกลองจุลทรรศนชนิดหัวกลับ พบวา เซลลมาม
และเซลลมัยอีโลมาท่ีไมหลอมรวมตายหมดแลว และพบเซลลไฮบริโดมามีลักษณะเปนโคโลนีขนาด
เล็กในหลุม โดยพบโคโลนีของเซลลไฮบริโดมามี 642 หลุม หรือคิดเปนเปอรเซ็นตได 84 %  ของหลุม
ท้ังหมดท่ีทําการแบงเล้ียง จากนั้นจึงทําการเล้ียงเซลลไฮบริโดมาตอ จนโคโลนีมีขนาดใหญข้ึนและโต
ประมาณ 2/3 ของหลุม จึงทําการตรวจหาเซลลไฮบริโดมาท่ีผลิตแอนติบอดีตอCPAMOZ โดยนําอาหาร
เล้ียงเซลลไปทดสอบดวยวิธี Indirect ELISA ในจานทดสอบ ELISA 96 หลุมที่เคลือบดวยแอนติเจน
สําหรับคัดเลือกเซลล ไดแก CPAMOZ-OVA และ AMOZ-OVA ( 3 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) พบเซลล
ไฮบริโดมาท่ีมีคุณสมบัติสามารถสรางแอนติบอดีตอแอนติเจนท้ัง 2 ท่ีใชทดสอบ จํานวน 88 หลุม คิด
เปนเปอรเซ็นตได 14 % ของหลุมท่ีมีเซลลไฮบริโดมาท้ังหมด จึงทําการยายเซลลจากหลุมในจานชนิด 
96 หลุม ใสลงในหลุมของจานชนิด 24 หลุม เพื่อใหเซลลเพิ่มจํานวน เม่ือเซลลเจริญในจานชนิด 24 
หลุมประมาณ 2/3 ของหลุม แลวนําเอาอาหารเล้ียงเซลลไปทดสอบดวยวิธี Indirect ELISA เชนเดียวกัน 
เพื่อยืนยันวาเซลลไฮบริโดมาท่ีไดยังสามารถผลิตแอนติบอดีท่ีตองการได กอนนําไปทําการแยกใหได
เซลลเดี่ยว ผลท่ีไดจะไดเซลลไฮบริโดมาท่ีใหผลบวกท้ังหมด 20 หลุม แบงเปน 2 กลุม คือ กลุมท่ี1 ทํา
ปฏิกิริยาสูงกับ CPAMOZ-OVA  แตทําปฏิกิริยาตํ่ากับ AMOZ-OVA มีท้ังหมด 7 โคลน ไดแก 2E9   
4F1   4H3   5A7      7G4   7H8  และ 8B1.1    และ กลุมท่ี2 ทําปฏิกิริยาจําเพาะท้ัง CPAMOZ-OVA  และ 
AMOZ-OVA มีท้ังหมด 13 โคลน ไดแก  1F2  2E5.1  2H6  5F1  5G10.2  5G10.3  5H7  6B3.1  6B3.2  
6B3.3  6G2  8B4  และ 8E2 หลังจากนั้นจึงทําการโคลนเซลลและเจือจางใหไดโคลนเด่ียวซํ้า 3 คร้ังจน
แนใจวาเปนโมโนโคลนท่ีผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ CPAMOZ และ AMOZ  โดยมีคาดูดกลืน



                                                                                                
                                                                                             

 

64

 

แสงท่ีทําการตรวจสอบแตละคร้ัง ดังตารางท่ี 4.11  และไดสรุปผลของระดับแอนติบอดี  พรอมท้ังผล
ของการหลอมรวมเซลลมามของหนูทดลองท้ัง 5 ตัว ท่ีฉีดกระตุนดวยแอนติเจน CPAMOZ-cBSA  

สรุปผลท่ีไดจากการหลอมรวมเซลลมามกับเซลลไมอิโลมา เพื่อเตรียมเซลลไฮบริโด
มา ท่ีจําเพาะตอสาร CPAMOZ  และ AMOZ นั้นพบวา การหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 1-3 ไมไดเซลลไฮบริ
โดมาท่ีสรางโมโนโคลนอลแอนติบอดีเลย สําหรับ การหลอมรวมเซลลคร้ัง 4 จะได โมโนโคลนอล
แอนติบอดีท่ีจําเพาะตอสาร CPAMOZ มา 1 โคลน  สวนการหลอมรวมเซลลคร้ัง 5 นั้นจะไดโมโนโคล
นอลแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอสาร CPAMOZ และ  AMOZ  จํานวน 20 โคลน  ดังตารางท่ี 4.11 

จากผลการหลอมรวมเซลลท้ัง 5 คร้ัง ของหนูทดลองท้ัง 5 ตัว ท่ีฉีดกระตุนดวย
แอนติเจน CPAMOZ-cBSA   จากตารางท่ี 4.12 สรุปผลไดวา การหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 1 และ  2   จะให
หลุมท่ีมีเซลลไฮบริโดมาท่ีใหผลบวกตอ แอนติเจน CPAMOZ-OVA คิดเปนคาเปอรเซ็นตเม่ือเทียบกับ
หลุมท่ีมีเซลลไฮบริโดมาข้ึน เปน 24 และ 4 เปอรเซ็นต ตามลําดับ แตเม่ือทําการโคลนเซลลซํ้า เพื่อให
ไดเซลลเดี่ยวๆ นั้นพบวาเซลลท่ีไดจะสูญเสียคุณสมบัติในการสรางแอนติบอดี ท่ีจําเพาะตอสาร 
CPAMOZ ไป เนื่องจากโคลนท่ีไดมีความไมคงตัว (stability) จึงทําใหไมไดโคลนท่ีจําเพาะตอสารดัง
กลาว  สําหรับการหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 3 นั้น พบวามีเซลลไฟโบรบลาสตข้ึนจํานวนมาก สงผลให
เซลลไฮบริโดมาเจริญเติบโตไดไมทันและตายไปในท่ีสุด จึงทําใหไมพบเซลลไฮบริโดมาข้ึนในจาน
เล้ียงเซลล 96 หลุม สวนการหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 4 และ 5  จะใหหลุมท่ีมีเซลลไฮบริโดมาท่ีใหผลบวก 
เม่ือเทียบกับหลุมท่ีมีเซลลไฮบริโดมาข้ึนคิดเปนคาเปอรเซ็นต เปน 23 และ 14 %ตามลําดับ และเม่ือ
โคลนเซลลซํ้าจํานวน 3 คร้ัง จะไดจํานวนโคลนท่ีจําเพาะตอสาร CPAMOZ ไดท้ังหมดจํานวน  1  และ  
20  โคลน ตามลําดับ 
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ตารางท่ี 4.11  การทดสอบแอนติบอดีตอ CPAMOZ ในอาหารเล้ียงเซลลไฮบริโดมาท่ีไดจากการ
โคลนเซลลท้ังหมดจํานวน 3 คร้ังของการหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 5  

         
คาดูดกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตร 

แอนติเจน CPAMOZ-OVA แอนติเจน AMOZ-OVA รหัสเซลลไฮบริโดมา 
คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 

1F2 (F5/1/1) 2.444 2.337 2.364 1.088 1.548 1.732 
2E5.1 (F5/2/1) 2.397 1.988 2.077 1.387 1.324 1.127 
2H6 (F5/4/3) 1.499 0.924 1.598 0.844 0.520 0.804 
5F1 (F5/8/1) 1.241 1.468 1.790 0.708 0.546 0.979 

5G10.2 (F5/9/2) 2.001 1.727 2.037 1.095 1.371 1.055 
5G10.3 (F5/10/4) 2.331 2.239 1.945 0.913 0.925 1.030 

5H7 (F5/11/4) 2.512 2.073 1.620 0.987 1.109 0.625 
6B3.1 (F5/12/2) 1.571 1.730 1.832 0.463 0.721 0.775 
6B3.2 (F5/13/1) 1.935 1.878 1.630 0.744 0.484 0.975 
6B3.3 (F5/14/1) 1.820 1.555 1.018 0.625 0.804 0.567 
6G2 (F5/15/1) 2.016 1.631 1.939 1.269 1.137 1.219 
8B4 (F5/19/4) 2.154 2.438 2.250 1.129 1.266 1.330 
8E2 (F5/20/3) 2.442 2.518 1.941 1.387 1.183 1.024 
2E9 (F5/3/5) 2.048 2.042 1.863 0.354 0.423 0.521 
4F1 (F5/5/1) 2.284 2.258 1.278 0.828 0.523 0.426 
4H3 (F5/6/1) 1.830 2.109 2.063 0.679 0.316 0.348 
5A7 (F5/7/1) 0.856 0.479 0.425 0.250 0.131 0.122 
7G4 (F5/16/2) 1.989 1.821 1.765 0.546 0.430 0.350 
7H8 (F5/17/4) 2.211 2.043 1.861 0.493 0.475 0.419 

8B1.1 (F5/18/2) 1.907 2.199 2.165 1.024 1.151 1.007 
*ตัวควบคุมบวก 1.223 1.107 1.382 0.830 0.842 0.715 
*ตัวควบคุมลบ 0.119 0.080 0.146 0.150 0.172 0.187 

   * ตัวควบคุมบวก คือ ซีรัมของหนูท่ีนํามามมาหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 5 ท่ีความเจือจาง 1: 8000  
   * ตัวควบคุมลบ  คือ ซีรัมของหนูทดลองกอนฉีดกระตุน ( preimmuned serum ) ท่ีความเจือจาง 1: 8000  
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ตารางที่  4.12  สรุปผลการกระตุนภูมิคุมกันของหนูทดลองใหสรางแอนติบอดีตอแอนติเจน CPAMOZ-cBSA , ผลการหาระดับแอนติบอดีจากซีรัมหนู,   
  ผลการหลอมรวมเซลลมามกับเซลลไมอิโลมา เพื่อใหไดเซลลไฮบริโดมา รวมจํานวนเซลลไฮบริโดมาที่ใหผลบวกในการคัดกรอง และ  
  จํานวนเซลลไฮบริโดมาที่สรางโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ได   

 
หลุมที่ไดเซลลไฮบริโดมา หลุมที่ใหผลบวก    ครั้งที่หลอม 

    รวมเซลล 
จํานวนครั้งที่ 
  ฉีดกระตุน 

ระดับแอนติบอดี 
 (antibody titer) 

จํานวนหลุม 
ตั้งตน จํานวนหลุม เปอรเซ็นต (%) หลุมที่ใหผลบวก 

ในการคัดกรอง 
เปอรเซ็นต ( % ) 

จํานวนโคลนที่ได 

1 5 1:64000 576 222 39 54 24 0 
2 5 1:16000 576 103 18 4 4 0 
3 6 1:128000 576 0 0 0 0 0 
4 5 1:64000 672 88 13 20 23 1 
5 6 1:128000 768 642 84 88 14 20 
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4.5 การศึกษาลักษณะเบื้องตนของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
  

4.5.1 การตรวจสอบไอโซไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
 

  จากผลการตรวจสอบไอโซไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากเซลลไฮบริโดมา
โคลนท่ีไดจาก การหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 4 และ 5 จํานวน 1  และ 20  โคลน ตามลําดับ (ดังตารางท่ี 
4.13) พบวา โมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีไดจากการหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 4 จํานวน 1 โคลน ไดแก 
4G11  มีไอโซไทปเปนชนิด IgG1   สําหรับการหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 5  จํานวน 20 โคลนมีไอโซ
ไทปหลากหลายซ่ึงแบงได 3 ไอโซไทป ไดดังนี้ IgG2b  มีท้ังหมด 4 โคลนไดแก 1F2  2E5.1   5A7   
7H8   IgG2a  มีท้ังหมด 1 โคลน ไดแก 4F1   และอีก 15 โคลนท่ีเหลือ มีไอโซไทป เปน IgG1  ไดแก  
2E9  2H6    4H3    5F1   5G10.2   5G10.3   5H7   6B3.1   6B3.2   6B3.3   6G2   7G4    8B1.1    8B4  
และ 8E2     
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ตารางท่ี 4.13   คาการดูดกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตร จากการตรวจหาไอโซไทปของโมโนโคลนอล         
         แอนติบอดี โดยวิธี Indirect ELISA 
 

เซลลไฮบริโดมา แอนติบอดีท่ีใชเคลือบจาน 96 หลุม 

ชื่อ รหัส IgG1 IgG2a IgG2b IgG3 IgM IgA 

4G11/G8/B5/B2 F4/26 0.621 0.062 0.081 0.080 0.083 0.068 

1F2/B3/G3/A2 F5/1/1 0.065 0.056 2.492 0.107 0.168 0.215 

2E5.1/E2/E2/A8 F5/2/1 0.085 0.061 2.801 0.120 0.113 0.106 

2E9/H2/F10/D11 F5/3/5 0.882 0.086 0.106 0.116 0.108 0.078 

2H6/B5/E8/G8 F5/4/3 0.823 0.087 0.114 0.103 0.100 0.063 

4F1/C3/C6/B8 F5/5/1 0.070 1.074 0.098 0.110 0.268 0.071 

4H3/E6/E1/E9 F5/6/1 0.724 0.074 0.108 0.093 0.110 0.102 

5A7/F9/A6/B3 F5/7/1 0.138 0.131 0.388 0.295 0.272 0.157 

5F1/C2/C4/D10 F5/8/1 0.727 0.065 0.120 0.082 0.080 0.082 

5G10.2/C8/D8/F8 F5/9/2 0.741 0.071 0.092 0.086 0.085 0.078 

5G10.3/C9/D8/F5 F5/10/4 0.804 0.081 0.098 0.090 0.086 0.085 

5H7/B2/E2/D1 F5/11/4 0.710 0.067 0.130 0.096 0.129 0.076 

6B3.1/B1/A8/G5 F5/12/2 0.662 0.063 0.146 0.083 0.079 0.068 

6B3.2/C4/E4/D8 F5/13/1 0.733 0.077 0.135 0.084 0.086 0.163 

6B3.3/E8/A11/C12 F5/14/1 0.689 0.070 0.123 0.082 0.082 0.110 

6G2/A11/D8/B8 F5/15/1 0.934 0.080 0.102 0.203 0.182 0.057 

7G4/B8/D11/G6 F5/16/2 0.711 0.073 0.084 0.082 0.090 0.086 

7H8/F8/A2/E9 F5/17/4 0.102 0.058 2.664 0.117 0.106 0.090 

8B1.1/A8/E9/D5 F5/18/2 0.649 0.062 0.086 0.080 0.077 0.069 

8B4/C9/C1/D7 F5/19/4 0.677 0.070 0.092 0.089 0.086 0.068 

8E2/B3/C8/G2 F5/20/3 0.728 0.067 0.096 0.089 0.088 0.054 
ตัวควบคุมบวก (IgG3)  0.091 0.273 0.280 1.332 0.184 0.078 

หมายเหตุ 1. F4 (Fusion4)   คือ หลอมรวมเซลลคร้ังท่ี4   
  2. F5 (Fusion5)   คือ หลอมรวมเซลลคร้ังท่ี5 
  3. คาท่ีแสดงโดยตัวเลขทึบ คือ คาท่ีใหผลบวก 
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4.5.2 การหาความเจือจางท่ีเหมาะสมและทดสอบความจําเพาะของโมโนโคลนอล
แอนติบอดีตอแอนติเจนท่ีใชในการคัดกรองโคลน 

 
  ในการทดสอบความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอแอนติเจน 3 ชนิด ไดแก 
CPAMOZ-OVA  AMOZ-OVA  BSA และ OVA โดยใชแอนติเจนเคลือบหลุมเพื่อทํา Indirect ELISAพบ
วา ท้ัง 20 โคลน ใหผลบวกท้ังหมดตอแอนติเจน CPAMOZ-OVA สําหรับ AMOZ-OVA จะมีท้ังหมด 10 
โคลนท่ีใหผลบวก และ BSA และ OVA นั้นไมมีโคลนท่ีใหผลบวกเลย สรุปผลไดดังแสดงในตารางท่ี 
4.14 แสดงใหเห็นวา โคลนท่ีไดท้ังหมดนั้น จําเพาะตอสาร CPAMOZ  และมีบางโคลนท่ีจําเพาะตอสาร 
AMOZ (แสดงคาเปนตัวเลขทึบในตาราง 4.14)  โดยไมมีโคลนใดท่ีทําปฏิกิริยาขามกับโปรตีนพาหะ 
BSA และ OVA ท่ีเช่ือมติดกับสาร CPAMOZ ท่ีใชฉีดกระตุนและท่ีใชในการคัดกรองโคลน หลังจากนั้น
เม่ือทําการหาความเจือจางท่ีเหมาะสมในการทํา Indirect ELISA ท่ีใหคาการดูดกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตร 
ประมาณ 0.8-1 ในจาน 96 หลุมท่ีเคลือบดวย CPAMOZ-OVA (3 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) จะพบวาแตละ
โคลนจะตองใชความเจือจางท่ีแตกตางกัน ตั้งแต ไมเจือจางเลย , 1:25 , 1:50 และ 1:100  ดังแสดงในตาราง
ท่ี 4.14 ท้ังนี้เนื่องจากความสามารถในการสรางแอนติบอดีของแตละโคลนจะแตกตางกัน เม่ือไดความเจือ
จางท่ีเหมาะสมแลวนําไปหาไอโซไทปของแตละโคลนดังผลขางตนในขอท่ี 4.5.1  และนําแอนติบอดีไป
ทดสอบความจําเพาะกับตัวแขงขันในรูปอิสระไนโตรฟูแรนท่ีตองการท้ัง 4 รูป คือ CPAMOZ    
NPAMOZ    AMOZ   และ FTD  ความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปรียบเทียบกับแอนติบอดีท่ี
ไมเติมตัวแขงขันอิสระ ผลท่ีไดพบวาท้ัง 20 โคลนจะจําเพาะตอสาร CPAMOZ  NPAMOZ  และ FTD 
เนื่องจากใหคาการดูดกลืนแสงลดลงเทากับคาตัวควบคุมลบ สาเหตุเกิดจากมีการเติมตัวแขงขันในรูป
อิสระดังกลาวลงไปพรอมกับแอนติบอดีในน้ําเล้ียงเซลลโมโนโคลน สงผลใหเกิดการแยงจับกันระหวาง 
ตัวแขงขันในรูปอิสระกับแอนติเจนบนจาน 96 หลุม ทําใหเหลือแอนติบอดีท่ีจะไปจับกับแอนติเจนท่ี
เคลือบบนหลุมนอยลง เม่ือเติมแอนติบอดีตัวท่ี 2 ท่ีติดฉลากดวยเอนไซม HRP  จะสงผลใหมีเอนไซม
เพียงเล็กนอยเขาทําปฏิกิริยากับ Substrate OPD เม่ือวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตรจึงใหคาท่ีต่ํา
ลงเม่ือเทียบกับหลุมท่ีไมไดเติมตัวแขงขันในรูปอิสระ  และพบวา มี 2 โคลนท่ีจําเพาะตอตัวแขงขัน 
AMOZ ในรูปอิสระ ไดแกโคลน 2E5.1 (F5/2/1)  และ  2H6 (F5/4/3)    จากนั้นทําการคัดเลือกโคลนท่ีจะ
นําไป ทดสอบหาความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดี ดวยวิธี Indirect competitive  ELISA  โดยคัด
เลือกจากผลในตารางท่ี 4.14  ไดท้ังหมดจํานวน  5 โคลน  ซ่ึงเปนโคลนท่ีมีความจําเพาะตอตัวแขงขันใน
รูปอิสระท้ัง 4 ตัว มีจํานวน  2  โคลน คือ 2E5.1 (F5/2/1)  และ  2H6 (F5/4/3)  สําหรับ 3 โคลนท่ีเลือกจะทํา
ตอสาร CPAMOZ  NPAMOZ  และ FTD  ซ่ึงไดแก  4F1 (F5/5/1)   7H8 (F5/17/4)   และ 8B1.1 (F5/18/2)  
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ตารางที่  4.14   คาดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร จากการทดสอบความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ CPAMOZ , NPAMOZ , AMOZ และ FTD 
 

แอนติเจนเคลือบจาน 96 หลุม (3 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) ตัวแขงขันในรูปอิสระ (Competitor) 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร รหัสเซลลไฮบริโดมา 

CPAMOZ-OVA AMOZ-OVA BSA OVA 

ความเจือจาง 
ที่เหมาะสม 

ไอโซไทป 

ไมเติม Competitor CPAMOZ NPAMOZ AMOZ FTD 
1F2 (F5/1/1) 2.672 1.581 0.117 0.187 1:25 IgG2b 0.866 0.131 0.135 0.829 0.156 

2E5.1 (F5/2/1) 2.494 1.706 0.150 0.170 1:100 IgG2b 1.011 0.124 0.103 0.127 0.140 
2E9 (F5/3/5) 2.288 0.355 0.130 0.173 1:50 IgG1 0.947 0.150 0.139 1.111 0.180 

2H6 (F5/4/3) 2.126 0.934 0.148 0.186 1:25 IgG1 0.992 0.127 0.105 0.124 0.089 

4F1 (F5/5/1) 2.257 0.787 0.155 0.156 1:50 IgG2a 1.079 0.142 0.141 0.965 0.203 
4H3 (F5/6/1) 2.388 0.554 0.171 0.138 1:25 IgG1 1.082 0.109 0.106 1.043 0.187 

5A7 (F5/7/1) 1.309 0.163 0.155 0.237 ไมเจือจาง IgG2b 0.706 0.193 0.422 0.727 0.194 
5F1 (F5/8/1) 1.981 0.830 0.130 0.171 1:25 IgG1 0.906 0.165 0.152 0.663 0.172 

5G10.2 (F5/9/2) 2.507 1.242 0.139 0.175 1:50 IgG1 0.841 0.126 0.113 0.755 0.194 

5G10.3 (F5/10/4) 2.531 1.329 0.151 0.159 1:50 IgG1 1.000 0.182 0.115 0.836 0.129 
5H7 (F5/11/4) 2.412 1.179 0.147 0.156 1:25 IgG1 0.817 0.122 0.106 0.664 0.143 

6B3.1 (F5/12/2) 2.274 0.798 0.164 0.166 1:25 IgG1 0.905 0.118 0.145 0.592 0.064 

6B3.2 (F5/13/1) 1.948 0.715 0.085 0.093 1:25 IgG1 1.142 0.112 0.125 0.862 0.117 
6B3.3 (F5/14/1) 2.121 0.752 0.136 0.155 1:25 IgG1 1.081 0.109 0.164 0.794 0.109 
6G2 (F5/15/1) 2.355 1.398 0.124 0.129 1:50 IgG1 1.247 0.185 0.173 1.127 0.141 

7G4 (F5/16/2) 2.543 0.496 0.087 0.158 1:50 IgG1 1.080 0.467 0.121 1.131 0.403 

7H8 (F5/17/4) 2.715 0.578 0.147 0.205 1:100 IgG2b 0.885 0.513 0.330 0.971 0.267 

8B1.1 (F5/18/2) 2.390 0.801 0.101 0.171 1:100 IgG1 0.786 0.136 0.106 0.690 0.121 
8B4 (F5/19/4) 2.358 1.092 0.099 0.165 1:100 IgG1 0.767 0.139 0.084 0.740 0.119 
8E2 (F5/20/3) 2.487 1.201 0.088 0.171 1:100 IgG1 0.843 0.130 0.124 0.753 0.096 

*ตัวควบคุมบวก 1.069 0.765 0.624 0.288 - - - - - - - 

*ตัวควบคุมลบ 0.237 0.224 0.261 0.257 - - - - - - - 

 หมายเหตุ  คาที่แสดงโดยตัวเลขทึบคือคาที่ใหผลบวก
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 จากการทดสอบคุณสมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท้ัง 20 โคลนดวยวิธี indirect 
ELISA ซ่ึงทําปฏิกิริยากับแอนติเจนท่ีใชเคลือบจานทดสอบ ELISA 96หลุม ไดแก CPAMOZ-OVA  
และ AMOZ-OVA จะเห็นไดวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากท้ัง 20 โคลนทําปฏิกิริยากับแอนติเจน 
CPAMOZ-OVA และแอนติบอดีจากบางโคลนทําปฏิกิริยากับ AMOZ-OVA ซ่ึงจากการทดสอบคุณ
สมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีไดดวยวิธี indirect competitive ELISA กับแอนติเจนในรูป
อิสระท้ัง 4 รูป จะพบวาโมโนโคลนทุกโคลนทําปฏิกิริยากับ CPAMOZ  NPAMOZ และ FTD ในรูป
อิสระได แตจะมีโมโนโคลน 2 โคลนท่ีทําปฏิกิริยา AMOZ ในรูปอิสระไดอยางชัดเจนคือโมโนโคล
นอลแอนติบอดีท่ีไดจากโคลน 2E5.1  และ 2H6 (ตารางท่ี 4.14) จากการเปรียบเทียบการทดสอบคุณ
สมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดีดวยวิธี indirect ELISA และ indirect competitive ELISA พบวา
แอนติบอดีท่ีไมทําปฏิกิริยากับ AMOZ-OVA ก็จะไมสามารถจับกับ AMOZ ในรูปอิสระได แต
แอนติบอดีท่ีทําปฏิกิริยาไดกับ AMOZ-OVA จากบางโคลนเทานั้นท่ีจะสามารถจับกับ AMOZ ในรูป
อิสระได อาจเนื่องมาจากความสามารถของแอนติบอดีในการทําปฏิกิริยากับ AMOZ บนเอพิโทปท่ี
แตกตางกันคือถาแอนติบอดีทําปฏิกิริยากับแอนติเจนไดท้ังในรูป AMOZ-OVA และ AMOZ แสดง
วาแอนติบอดีทําปฏิกิริยากับ เอพิโทปท่ีมีอยูบนแอนติเจนในรูป conjugateและรูปอิสระ แตถา
แอนติบอดีท่ีทําปฏิกิริยากับ AMOZ-OVA แตไมทํากับ AMOZ ในรูปอิสระแสดงวาเอพิโทปนั้นมี
เฉพาะบน AMOZ-OVA ซ่ึงอยูในรูป conjugate เทานั้น ซ่ึง เอพิโทปท่ีเปล่ียนแปลงไปนี้อาจเกิดจาก
การทําปฏิกิริยาในระหวางข้ันตอนการ conjugate 
 

4.5.3 การหาความเขมขนของแอนติเจนและความเจือจางของโมโนโคลนอลแอนติบอดี
 ท่ีเหมาะสมในการทดสอบความจําเพาะและปฏิกิริยาขาม ดวยวิธี indirect ELISA 
  

  นําโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผานการคัดเลือกมาทดสอบดวยวิธี Indirect ELISA เพื่อ
หาความเขมขนท่ีเหมาะสมของแอนติเจนท่ีใชเคลือบหลุมและของแอนติบอดีท่ีใหคาการดูดกลืนแสง
ประมาณ 0.8-1.0 โดยทําการแปรคาความเขมขนของ CPAMOZ-OVA ในชวง 0.0625–1 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตรและเจือจางอาหารเล้ียงเซลล ท่ีมีแอนติบอดีอยูในชวง 1:10–1:1280 พบวาโมโนโคลนอล
แอนติบอดีท่ีคัดเลือกมา 5 โคลน ไดแก 2E5.1 (F5/2/1)    2H6 (F5/4/3)    4F1 (F5/5/1)     7H8 (F5/17/4)   และ   
8B1.1 (F5/18/2) ใหผลดังแสดงในตารางท่ี 4.15  จะเห็นไดวาปริมาณแอนติเจนและแอนติบอดีท่ีทํา
ปฏิกิริยากันไดคาดูดกลืนแสงจากการทํา indirect ELISA ประมาณ 1 มีอยูหลายความเขมขนแตเนื่องจาก
ตองการที่จะเปรียบเทียบประสิทธิภาพของแอนติบอดีจากท้ัง 5 โคลนจึงเลือกใชแอนติเจนท่ีความเขมขน 
0.250 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และเลือกความเขมขนของแอนติบอดีท่ีเหมาะสมจาก 5 โคลนโดยเจือจางท่ี 
1:640  1:40  1:160  1:640  และ 1:320 ตามลําดับเพื่อนําไปใชในการทดสอบคุณสมบัติของโมโนโคลนอล
แอนติบอดีและการเกิดปฏิกริิยาขามกับสารตางๆดวยวิธี indirect competitive ELISA ตอไป 
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ตารางที่  4.15   แสดงคาดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตรในการหาความเขมขนของแอนติเจน และ ความเจือจางของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่เหมาะสมในการทดสอบ 
  ความจําเพาะและปฏิกิริยาขาม ดวยวิธี indirect ELISA 
 

  Clone F5/2/1 Clone F5/4/3 Clone F5/5/1 Clone F5/17/4 Clone F5/18/2 
dilution Ag. Coat plate CPAMOZ-OVA (ug/ml) Ag. Coat plate CPAMOZ-OVA (ug/ml) Ag. Coat plate CPAMOZ-OVA (ug/ml) Ag. Coat plate CPAMOZ-OVA (ug/ml) Ag. Coat plate CPAMOZ-OVA (ug/ml) 

  1 0.5 0.25 0.125 0.0625 1 0.5 0.25 0.125 0.0625 1 0.5 0.25 0.125 0.0625 1 0.5 0.25 0.125 0.0625 1 0.5 0.25 0.125 0.0625 

1:10 2.946 2.817 2.424 2.042 1.571 2.687 2.314 1.658 1.039 0.460 2.887 2.634 1.952 1.389 0.500 2.792 2.638 2.094 1.889 0.774 2.854 2.673 1.856 1.803 0.519 

1:20 2.867 2.756 2.283 1.956 1.428 2.486 1.767 1.501 0.584 0.304 2.766 2.357 1.854 1.059 0.457 2.758 2.551 2.070 1.608 0.747 2.713 2.487 1.831 1.660 0.480 

1:40 2.771 2.627 2.321 1.814 1.324 2.396 1.627 1.062 0.563 0.261 2.671 2.279 1.791 1.000 0.398 2.726 2.427 2.032 1.470 0.704 2.652 2.424 1.842 1.194 0.449 

1:80 2.799 2.533 2.134 1.583 1.132 2.159 1.317 0.722 0.364 0.199 2.642 2.146 1.498 0.874 0.338 2.629 2.242 1.885 1.343 0.606 2.691 2.301 1.720 1.029 0.399 

1:160 2.617 2.251 1.823 1.249 0.917 1.657 0.848 0.470 0.234 0.139 2.529 1.811 1.176 0.657 0.285 2.333 1.906 1.534 1.155 0.538 2.489 2.050 1.441 0.826 0.305 

1:320 2.501 1.975 1.540 1.069 0.393 1.268 0.622 0.313 0.101 0.102 2.208 1.511 0.936 0.444 0.165 2.109 1.684 1.416 0.933 0.323 2.208 1.738 1.139 0.725 0.217 

1:640 2.055 1.509 1.187 0.411 0.271 0.956 0.400 0.166 0.054 0.073 1.746 1.015 0.697 0.339 0.150 1.539 1.244 0.977 0.645 0.281 1.763 1.230 0.764 0.357 0.160 

1:1280 1.574 1.101 0.811 0.116 0.061 0.634 0.279 0.160 0.104 0.046 1.149 0.763 0.511 0.123 0.098 1.136 0.853 0.776 0.275 0.165 1.246 0.965 0.629 0.179 0.140 

 หมายเหตุ  คาที่แสดงโดยตัวเลขทึบ คือคาการดูดกลืนแสงจากการทํา ELISA ที่ใชแอนติเจนและแอนติบอดีความเขมขนที่เหมาะสมเพื่อนํามาใชในการหา 
      คุณสมบัติของโมโนโคลนตอไป
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4.5.4  การทดสอบหาความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีดวยวิธี Indirect competitive ELISA 
  

4.5.4.1 การทดสอบหาความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอสาร CPAMOZ  
         NPAMOZ  AMOZ  และ  FTD  

 
 จากการคัดเลือกโมโนโคลนอลแอนติบอดีท้ัง 5 โคลน ไดแก 2E5.1(F5/2/1)    2H6(F5/4/3)    

4F1 (F5/5/1)     7H8 (F5/17/4)   และ   8B1.1 (F5/18/2) เพื่อความสะดวกจึงต้ังช่ือโคลนใหมเปน  AMOZ#2   
AMOZ#4   AMOZ#5   AMOZ#17  และ AMOZ#18  ตามลําดับ  มาทําการทดสอบความไวของโมโนโคล
นอลแอนติอบดีตอสาร CPAMOZ    NPAMOZ    AMOZ และ   FTD  ท่ีอยูในรูปอิสระโดยวิธี indirect 
competitive ELISA ไดผลดังแสดงรูปท่ี 4.10 - 4.13   ตามลําดับ  พรอมท้ังแสดงคา 50 เปอรเซ็นต  inhibition 
concentration (IC50)  , Limit of Detection (LOD)  และ คา Limit of quantification (LOQ)  ดังตารางท่ี  4.16    
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 รูปท่ี 4.10  การทดสอบความจําเพาะของโมโคลนอลแอนติบอดีตอสาร CPAMOZ 
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 รูปท่ี 4.11  การทดสอบความจําเพาะของโมโคลนอลแอนติบอดีตอสาร NPAMOZ 
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 รูปท่ี 4.12  การทดสอบความจําเพาะของโมโคลนอลแอนติบอดีตอสาร AMOZ 
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 รูปท่ี 4.13  การทดสอบความจําเพาะของโมโคลนอลแอนติบอดีตอสาร FTD 
 
  การทดสอบหาคา IC50 ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท้ัง 5 สามารถแบงไดเปน 2 
กลุมตามความสามารถในการทําปฏิกิริยากับ AMOZ ในรูปอิสระไดดังนี้คือ แอนติบอดีกลุมท่ี 1 ทํา
ปฏิกิริยากับ AMOZ ไดแกแอนติบอดี AMOZ#2 และ AMOZ#4  แอนติบอดีกลุมท่ี 2 ไมทําปฏิกิริยา
กับ AMOZ ไดแกแอนติบอดี AMOZ#5 และ AMOZ#18 นํามาทําปฏิกิริยากับ CPAMOZ  NPAMOZ  
AMOZ และ FTD ดวยวิธี indirect competitive ELISA จากผลการทดลอง (ดังรูปท่ี 4.10-4.13 และตา
รางท่ี 4.16) พบวา  
  เมื่อทําปฎิกิริยากับสาร CPAMOZ ใหคา IC50 เปน  1.536   20.750   56.160   
217.700  และ 1.562  นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ โดยมีคา LOD เทากับ  0.081   1.000   0.750   
20.250  และ 0.180   นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ (รูปท่ี ก.4 –8 ในภาคผนวก ก)  
  เม่ือทําปฎิกิริยากับสาร NPAMOZ ใหคา IC50 เปน  2.034   5.223   57.560   
119.800  และ 12.770 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร  ตามลําดับ  โดยมีคา LOD เทากับ  0.110   0.160   
4.570   3.130   และ 0.110  นาโนกรัมตอมิลลิลิตร  ตามลําดับ  (รูปท่ี ก.9 –13 ในภาคผนวก ก ) 
  เม่ือทําปฎิกิริยากับสาร FTD ใหคา IC50 เปน  0.355   0.743   2.449   22.180   และ 
0.672   นาโนกรัมตอมิลลิลิตร  ตามลําดับ  โดยมีคา LOD เทากับ    0.118   0.190   0.520   2.360  
และ 0.129  นาโนกรัมตอมิลลิลิตร  ตามลําดับ  (รูปท่ี ก.16 –20 ในภาคผนวก ก ) 
  สําหรับสาร AMOZ จะมี 2 โคลนเทานั้นท่ีจําเพาะ ไดแกโคลน AMOZ#2  และ 
AMOZ#4  ซ่ึงจะใหคา IC50 เปน  17.730  และ  112.900 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร  ตามลําดับ  โดยมีคา 
LOD อยูท่ี    1.260   และ  8.750 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร  ตามลําดับ  (รูปท่ี ก.14 –15 ในภาคผนวก ก) 
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  จากผลการทดสอบหาคา IC50 และ คา LOD ท่ีไดจาก รูปท่ี 4.10-4.13 และตารางท่ี 
4.16   แสดงใหเห็นวาแอนติบอดีกลุมท่ี 1 โคลน AMOZ#2 มี ความไว (sensivity) สูงท่ีสุด  และ
แอนติบอดีกลุมท่ี 2 คือ โคลน AMOZ#18 มีความไวสูงสุด ดังนั้นจึงนําเซลลไฮบริโดมาท่ีสรางโมโน
โคลนอลแอนติบอดีท้ัง 2 โคลนมาเล้ียงเพื่อใหผลิตแอนติบอดีกอนนําแอนติบอดีท่ีไดไปทําให
บริสุทธ์ิตอไปในขอ 4.6 
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 ตารางที่ 4.16   คา IC50    LOD  และ  LOQ ในการทดสอบความจําเพาะของโมโคลนอลแอนติบอดีตอสาร CPAMOZ    NPAMOZ   AMOZ  และ  FTD 
 

ตัวแขงขันในรูปอิสระ(Competitors) 

CPAMOZ NPAMOZ AMOZ FTD 

รหัสโมโนโคลน 

IC50 
(ng/ml) 

LOD 
(ng/ml) 

LOQ 
(ng/ml) 

IC50 
(ng/ml) 

LOD 
(ng/ml) 

LOQ 
(ng/ml) 

IC50 
(ng/ml) 

LOD 
(ng/ml) 

LOQ 
(ng/ml) 

IC50 
(ng/ml) 

LOD 
(ng/ml) 

LOQ 
(ng/ml) 

AMOZ#2 1.185 0.170 0.561 1.594 0.135 0.446 14.980 1.420 4.686 0.355 0.118 0.389 

AMOZ#4 15.320 1.350 4.455 4.553 0.376 1.241 90.630 4.710 15.542 0.743 0.190 0.627 

AMOZ#5 43.380 2.420 7.986 57.560 4.570 15.081 - - - 2.189 0.502 1.657 

AMOZ#17 150.900 22.450 74.085 72.340 3.761 12.411 - - - 17.560 2.550 8.415 

AMOZ#18 1.196 0.200 0.660 12.770 0.135 0.446 - - - 0.591 0.122 0.403 

 หมายเหตุ  คาที่แสดงโดยตัวเลขทึบ คือคา IC50   LOD และ LOQ ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่คัดเลือกมาทําแอนติบอดีใหบริสุทธิ์ตอไป
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4.5.4.2 การทดสอบปฏิกิริยาขามกับสารในกลุมไนโตรฟูแรน (Cross Reactivity) 
 

               จากการทดสอบปฏิกิริยาขามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีไดจากการหลอม
รวมเซลลคร้ังท่ี 4 ได 1 โคลน และ คร้ังท่ี 5 ได 20 โคลน รวมท้ังหมดเปน 21 โคลน ซ่ึงไดแสดงคาการ
ทดสอบปฏิกิริยาขามกับสารในกลุมไนโตรฟูแรนท้ัง 21 โคลน (ตารางที่ ก.9-13 ในภาคผนวก ก)  ในท่ี
นี้จะแสดงคาในตารางท่ี 4.17 เพียง 5 โคลนท่ีทําการคัดเลือกมาได กับสาร CPAMOZ    NPAMOZ   
AMOZ  FTD  และสารในกลุมไนโตรฟูแรนตัวอ่ืนๆ ท้ังรูปท่ีเปน สารต้ังตน,   สารเมแทบอไลต  และ  
สารอนุพันธุ แลว นํามาคํานวณเปนคา 50 เปอรเซ็นต  inhibition concentration (IC50) และ เปอรเซ็นต
ปฏิกิริยาขาม แสดงดังตารางท่ี 4.17 
              จากผลในตารางท่ี 4.17 พบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีทุกโคลนจะทําปฏิกิริยาขาม
เฉพาะกับสารท่ีตองการทั้ง 4 รูปคือ CPAMOZ (ใชฉีดกระตุนหนูทดลอง)    NPAMOZ (อนุพันธุท่ีใช
สําหรับตรวจหาสารตกคางชนิดนี้ดวยเทคนิคทางเคมี)   AMOZ (สารเมแทบอไลต)  FTD (parent drug ท่ี
ใชเติมในอาหารสัตว)  และไมเกิดปฏิกิริยาขามกับสารไนโตรฟูแรนตัวอ่ืนๆ ซ่ึงจะใหคาเปอรเซ็นต
ปฏิกิริยาขามนอยกวา 0.01 เปอรเซ็นต  (ตารางท่ี 4.17) การที่ทุกโคลนไมเกิดปฏิกิริยาขามกับสารตัวอ่ืนๆ 
เลยน้ัน แสดงใหเห็นวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีไดนั้นมีการสรางแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอสารFTD 
และสารอนุพันธุของ FTD ไดสูง จึงไมเกิดปฏิกิริยาขามกับสารในกลุมไนโตรฟูแรนตัวอ่ืนๆ 
                   

4.5.4.3 การทดสอบปฏิกิริยาขามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอสารนอกกลุมไนโตร
ฟูแรน 

 
  จากการทดสอบปฏิกิริยาขามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท้ัง 21 โคลนท่ีได  กับสาร
นอกกลุมไนโตรฟูแรนตางๆ ไดแก สารท่ีใชเปล่ียนแปลงอนุพันธุ (CBA)  สารกลุมบีตา-อะโกนิสต  และ
สารในกลุมยาปฏิชีวนะ พบวา ทั้ง 21 โคลน (ตารางท่ี ก.14-18 ในภาคผนวก ก)  ไมทําปฏิกิริยาขามกับ
สารนอกกลุมเลย ดังตารางท่ี 4.17 (ในตารางจะแสดงคาเฉพาะ 5 โคลนท่ีไดทําการคัดเลือกมาแลว)  โดย
เม่ือใชความเขมขนของสารที่ใชในการแขงขันถึง 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร คาดูดกลืนแสงไมมีการ
เปล่ียนแปลง เม่ือเทียบกับท่ีไมใสสาร โดยใหคาเปอรเซ็นตปฏิกิริยาขามกับสารนอกกลุมท่ีไดต่ํากวา 0.01 
เปอรเซ็นต  
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    ตารางที่ 4.17   คา IC50  และการทําปฏิกิริยาขาม (Cross Reactivity ;   CR ) ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอสาร CPAMOZ     NPAMOZ    AMOZ   FTD  สารใน  
  กลุมและนอกกลุมไนโตรฟูแรน 

AMOZ# 2 AMOZ#4 AMOZ#5 AMOZ#17 AMOZ#18 Competitors 

CR (%) IC50(ng/ml) CR (%) IC50(ng/ml) CR (%) IC50(ng/ml) CR (%) IC50(ng/ml) CR (%) IC50(ng/ml) 

CPAMOZ (Derivative form) 100.00  1.185 100.00 15.320 100.00 43.380 100.00 150.900 100.00 1.196 

NPAMOZ (Derivative form) 74.34 1.594 336.48 4.553 75.37 57.560 208.60 72.340 9.37 12.770 

AMOZ (Metabolite form) 7.91 14.980 16.90 90.630 - - - - - - 

Furaltadone (FTD;parent drugs) 333.80 0.355 2061.91 0.743 1981.73 2.189 859.34 17.560 202.37 0.591 

Furazolidone (FZD) < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 

AOZ (Metabolite form) < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 

NPAOZ (Derivative form) < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 

Nitrofurantoin (NFT) < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 

AHD (Metabolite form) < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 

NPAHD (Derivative form) < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 

Nitrofurazone (NFZ) < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 

SCA (Metabolite form) < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 

Nitrofurans 

NPSCA (Derivative form) < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 
Derivatising reagent 3-carboxybenzaldehyde (CBA) < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 

Clenbuteral < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 β-agonists 

Salbutamal < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 

Chloramphenicol  (CAP) < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 

Norfloxacin < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 

PenicilinG < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 

Flumequine < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 

Antibiotics 

Oxytetracycline < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 < 0.01 >10,000 
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4.6 การทําบริสุทธ์ิโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
 

จากผลการทดลองขางตนพบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน AMOZ#2 และ 
AMOZ#18 มีความไวสูง  ดังนั้นจึงเลือกเซลลไฮบริโดมาจากโคลนดังกลาวมาเพ่ิมจํานวนและเล้ียงใน
อาหารเล้ียงเซลลจนไดแอนติบอดีปริมาณมากสะสมอยูในอาหารเล้ียงเซลลปริมาตร 500 มิลลิลิตร 
 

4.6.1 การทําแอนติบอดีใหบริสุทธ์ิโดยการใชโปรตีน เอ  
 จากการนํ าอาหารเล้ียงเซลล ท่ี มีแอนติบอดีของ โคลน  AMOZ#2 และ 

AMOZ#18 ซ่ึงมีไอโซไทป เปน IgG2b  และ IgG1 ตามลําดับ มาทําใหบริสุทธ์ิโดยการใช โปรตีน เอ แยก
ดวยเคร่ืองแยกโปรตีน โดยแอนติบอดีจะมีสัมพรรคภาพสูงตอโปรตีน เอ ท่ี pH 8 โดยท่ีโปรตีนและสาร
อ่ืน ๆ ในอาหารเล้ียงเซลลจะไมจับกับโปรตีน เอ ซ่ึงท่ีคา pH เปน 6 และ 3.5 คาสัมพรรคภาพของ
แอนติบอดีท่ีมีไอโซไทป เปน IgG1  และ IgG2b ตอโปรตีน เอ จะลดลง ตามลําดับ ซ่ึงจะสงผลให  
แอนติบอดีท่ีมีไอโซไทปดังกลาวจะถูกชะออกจากคอลัมนโปรตีน เอ จึงสามารถแยกแอนติบอดีออกจาก
อาหารเล้ียงเซลลได  

 ผลจากการทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหบริสุทธ์ิ ของโคลน AMOZ#2 ไดผล
การทดลองดังรูปท่ี 4.14    พบวาเมื่อนําแตละ fraction ท่ีเก็บไดไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 280 นาโนเมตร         
พบวาในหลอดทดลองท่ี 21 ถึงหลอดท่ี 38 นั้นมีแอนติบอดีท่ีบริสุทธ์ิอยูในชวงกราฟ (คาการดูดกลืนแสง
ท่ี 280 นาโนเมตร) ท่ีเปนพีคของแอนติบอดีท่ีบริสุทธ์ิจึงไดนําแอนติบอดีมารวมกันและนําไปวัดปริมาณ
โปรตีนและปริมาณแอนติบอดีตอ (ตารางท่ี 4.19)  และเม่ือนําแตละ fraction ไปทดสอบดวยเทคนิค indirect 
ELISA โดยใชความเจือจางท่ี 1:1000  นําไปวัดคาดูดกลืนแสงท่ี 492  นาโนเมตร  
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  คาดูดกลืนแสง 
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รูปที่ 4.14    โครมาโทแกรมการทําแอนติบอดีที่ไดจากโมโนโคลนอลแอนติบอดี  AMOZ#2 ใหบริสุทธิ์โดยการใชโปรตีน เอ (        ) แสดงคาดูดกลืนแสดงที่ 280 นาโนเมตร  
       (        ) แสดงคาดูดกลืนแสดงที่ 492 นาโนเมตรที่ทดสอบแอนติบอดีดวยเทคนิค Indirect ELISA 
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ผลจากการทําโมโนโคลนอลแอนติบอดี AMOZ#18ใหบริสุทธ์ิดวยเคร่ืองแยก
โปรตีน แสดงผลท่ีไดจากโปรแกรม Prime View Evaluation ดังรูปท่ี 4.15  โดยพีคแรกจะเปนพีค
ของ unbound ในขณะท่ีมีการ load น้ําเล้ียงเซลลโมโนโคลนอลแอนติบอดี เขาคอลัมของโปรตีนเอ 
และพีคท่ี 2 เปนพีคของแอนติบอดีท่ีบริสุทธ์ิแลว 

ท่ีถูกชะออกมาจากคอลัม (ชะดวย pH 3.5 )   หลังจากนั้นนําแตละ fraction ท่ีเก็บได
ไปวัดคาดูดกลืนแสดงท่ี 280 นาโนเมตร  และทดสอบแอนติบอดีดวยเทคนิค Indirect ELISA ตอไป 
(รูปท่ี 4.16) 

 
 

 
 
รูปท่ี 4.15  โครมาโทแกรมการทําโมโนโคลนอลแอนติบอดี AMOZ#18 ใหบริสุทธ์ิโดยการใช
โปรตีน เอ ดวยเคร่ืองแยกโปรตีน  
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รูปที่ 4.16  โครมาโทแกรมการทําแอนติบอดีที่ไดจากโมโนโคลนอลแอนติบอดี โคลน AMOZ#18 ใหบริสุทธิ์โดยการใชโปรตีนเอ (       ) แสดงคาดูดกลืนแสดงที่  
     280 นาโนเมตร  (        ) แสดงคาดูดกลืนแสดงที่ 492 นาโนเมตรที่ทดสอบแอนติบอดีดวยเทคนิค Indirect ELISA 

คาดูดกลืนแสง
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 จากรูปท่ี 4.16  พบวาเม่ือนําแตละ fraction ท่ีเก็บไดไปวัดคาการดูดกลืน
แสงท่ี 280 นาโนเมตร พบวาในหลอดทดลองท่ี 10 ถึงหลอดที่ 16 นั้นมีแอนติบอดีท่ีบริสุทธ์ิอยูใน
ชวงกราฟ(คาการดูดกลืนแสงท่ี 280 นาโนเมตร) ท่ีเปนพีคของแอนติบอดีท่ีบริสุทธ์ิจึงไดนํา
แอนติบอดีมารวมกันและนําไปวัดปริมาณโปรตีนและปริมาณแอนติบอดีตอ(ตารางท่ี 4.18)  และ
เม่ือนําแตละ fraction ไปทดสอบดวยเทคนิค indirect ELISA โดยใชความเจือจางที่ 1:1000  นําไป
วัดคาดูดกลืนแสงท่ี 492  นาโนเมตร  
 

4.6.2 การหาปริมาณโปรตีนของแอนติบอดีท่ีทําใหบริสุทธ์ิแลวดวยวิธี BCA 
 
   จากการนําแอนติบอดีท่ีไดจากการทําใหบริสุทธ์ิมาวัดคาดูดกลืนแสงท่ี 
260 และ 280 นาโนเมตร เพื่อหาความความเขมขนของแอนติบอดีจากสูตร พบวาไมสามารถ
คํานวณปริมาณโปรตีนไดเนื่องจากในสูตรไดกําหนดวาคาการดูดกลืนแสงท่ี 260:280 ตองไดไม
เกิน 0.6 ผลท่ีไดเกิน 0.6 สาเหตุเนื่องจาก ไดเติม 0.01% Thimerosal ลงไปในแอนติบอดีหลังจากทํา
ใหบริสุทธ์ิเพื่อปองกันการปนเปอนจากจุลินทรีย จึงสงผลให Thimerosal ท่ีเติมลงไป รบกวนคาดูด
กลืนแสงท่ี 280 นาโนเมตร ดังนั้นจึงนําแอนติบอดีท่ีไดมาหาปริมาณโปรตีนดวยวิธี BCA เปรียบ
เทียบกับกราฟมาตรฐาน (รูปท่ี ก.21 ในภาคผนวก ก) ไดปริมาณโปรตีนดังตารางท่ี 4.19 พบวา
ปริมาณโปรตีน ของน้ําเล้ียงเซลลของโคลน AMOZ#2   และ AMOZ#18  กอนทําใหบริสุทธ์ิมี
ปริมาณโปรตีนอยูท่ี 4.46  และ 3.18  มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เม่ือทําใหบริสุทธ์ิจะมีปริมาณโปรตีน
เปน 1.50  และ 1.90  มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (ตารางท่ี 4.18) 
 
 

4.6.3 การหาปริมาณแอนติบอดีดวยวิธี Indirect ELISA 
 

จากตารางท่ี 4.18 แสดงผลการหาปริมาณแอนติบอดีดวยวิธี Indirect ELISA 
เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน (รูปท่ี ก.22 ในภาคผนวก ก) ผลท่ีไดพบวา ปริมาณแอนติบอดีของ
น้ําเล้ียงเซลลของโคลน AMOZ#2   และ AMOZ#18  เม่ือทําใหบริสุทธ์ิจะมีปริมาณแอนติบอดีอยูท่ี 
1.48  และ 2.04  มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เม่ือคํานวณหาคาเปอรเซ็นตความบริสุทธ์ิ (%purity) เปรียบ
เทียบกับปริมาณโปรตีน ไดเปน 98.7  และ 107.4 เปอรเซ็นต ตามลําดับ  
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ตารางท่ี 4.18  ผลปริมาณโปรตีน  ปริมาณแอนติบอดี  เปอรเซ็นตความบริสุทธ์ิ ของโมโน 
         โคลนอลแอนติบอดี กอนทําใหบริสุทธ์ิ และหลังใหบริสุทธ์ิแลว 
 

ปริมาณโปรตีน 
ดวยวิธี BCA  

ปริมาณแอนติบอดี 
(ELISA) 

ตัวอยาง 

mg/ml Total (mg) mg/ml Total (mg) 

%recovery %purity 

กอนทําบริสุทธ์ิ 4.46 2.01x103 0.55 247.50 - 12.3 AMOZ#2 
 หลังทําบริสุทธ์ิ 1.50 54.0 1.48 53.28 22 98.7 

กอนทําบริสุทธ์ิ 3.18 1.43x103 1.92 211.20 - 14.8 AMOZ#18 
หลังทําบริสุทธ์ิ 1.90 28.5 2.04 30.60 14.5 107.4 

 
 
 
 

4.6.4 การหามวลโมเลกุลของโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังจากทําใหบริสุทธ์ิ
ดวยเทคนิค  SDS-PAGE  และ  Western blot   
 

  เม่ือเปรียบเทียบกับระยะทางการเคล่ือนท่ีของโปรตีนมาตรฐานท่ีทราบมวลโมเลกุลจะ
ทําใหทราบถึงขนาดของหนวยยอยของสาย Polypeptide ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีได ดังรูปท่ี  4.17 
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Lane 
1 = โปรตีนมาตรฐาน (Standard protein marker  ปริมาตร 2.5 ไมโครลิตร) 
2 = ซีรัมที่ใชในการเลี้ยงเซลลโมโนโคลน (FBS ; 5 ไมโครกรัม) 
3 = นํ้าเลี้ยงเซลลโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน AMOZ#2 กอนทําใหบริสุทธิ์มี 10 % FBS (5 ไมโครกรัม) 
4 = โมโนโคลนอลแอนติบอดี(AMOZ#2) หลังทําใหบริสุทธิ์แลว (5 ไมโครกรัม) ; มีไอโซไทปเปน IgG2b 
5 = นํ้าเลี้ยงเซลลโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนAMOZ#18 กอนทําใหบริสุทธิ์มี 10 % FBS (5 ไมโครกรัม) 
6 = โมโนโคลนอลแอนติบอดี(AMOZ#18) หลังทําใหบริสุทธิ์แลว (5 ไมโครกรัม) ; มไีอโซไทปเปน IgG1 
 

รูปท่ี 4.17  แสดงแถบของสาย Heavy chain และ Light  chain ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี โคลน 
     AMOZ#2  และ AMOZ#18  กอนทําใหบริสุทธ์ิ และหลังจากบริสุทธ์ิ 
 
 

จากผลในรูปท่ี 4.17 เม่ือนําแอนติบอดีท่ีทําใหบริสุทธ์ิแลวไปตรวจสอบดวยเทคนิค 
SDS-PAGE หลังจากยอมดวยสี Coomassie blue เปรียบเทียบกับแถบโปรตีนมาตรฐาน (รูปท่ี ก. 23 ใน
ภาคผนวก ก) พบโปรตีน ของ โมโนโคลนอลแอนติบอดี (AMOZ#2) ท่ีมีไอโซไทปเปน IgG2b  นั้นมี
แถบของสาย Heavy chain  2 สาย ซ่ึงมีขนาด  69.12  และ 63.92  กิโลดาตัน ตามลําดับ และเม่ือนําไป
ตรวจสอบดวยเทคนิค Western blot พบวาท้ัง 2 สายน้ีเปนสายของแอนติบอดี เนื่องจากเกิดเปนแถบของ 
Heavy chain ท้ัง 2 แถบ บนแผนฟลม x-ray เชนเดียวกับท่ีพบบนเจลจากวิธี SDS-PAGE  โดยพบแถบ
ของสาย  Light  chain  ของ AMOZ#2  มีขนาด  28.33 กิโลดาตัน  สําหรับโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
(AMOZ#18) ท่ีมีไอโซไทปเปน IgG1 ภายหลังจากทําใหบริสุทธ์ิแลวจะเห็นแถบของสาย Heavy chain 
และ Light  chain มีขนาด 58.69  และ 25.21  กิโลดาตัน ตามลําดับ เม่ือเปรียบเทียบกับแถบโปรตีนมาตร
ฐานในรูปท่ี 4.17 ชองท่ี 1 ไดแสดงคาน้ําหนักโมเลกุล ในตารางท่ี ก. 19 ในภาคผนวก ก 
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จากผลการทดลองท่ีไดอาจกลาวไดวาสาเหตุท่ีแถบของสาย Heavy chain ของโมโน
โคลนอลแอนติบอดี AMOZ#2 (IgG2b) มี 2 แถบ สวน AMOZ#18 (IgG1) มี 1 แถบ อาจเนื่องมากจาก
โครงสรางของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท้ัง 2 มีความแตกตางกันเพราะเปนโมโนโคลนอลแอนติบอดี
ท่ีมีไอโซไทปท่ีตางกัน 

 
4.7 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังทําใหบริสุทธ์ิ 

  
4.7.1 การทดสอบหาความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอสาร CPAMOZ  

NPAMOZ  AMOZ  และ  FTD 
 

  จากการคัดเลือกโมโนโคลนอลแอนติบอดีมา 2 โคลน ไดแก 2E5.1(AMOZ#2)  และ   
8B1.1 (AMOZ#18)  มาทําใหบริสุทธ์ิโดยใชหลักการ affinity chromatrography ดวยโปรตีนเอ แลวจึงนํา
แอนติบอดีบริสุทธ์ิท่ีไดมาทําการทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอสารไนโตรฟูแรน
ฟูรัลทาโดนท้ัง 4 รูป ไดแก CPAMOZ    NPAMOZ    AMOZ และ   FTD  ท่ีอยูในรูปอิสระ  ดังแสดงผล
ใน รูปท่ี 4.18   
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รูปท่ี 4.18  การทดสอบความจําเพาะของโมโคลนอลแอนติบอดี โคลน AMOZ#2 ท่ีบริสุทธ์ิแลว ตอ  
     สาร AMOZ 
 

โมโนโคลนอลแอนติบอดี  AMOZ#2 
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รูปท่ี 4.19  การทดสอบความจําเพาะของโมโคลนอลแอนติบอดี โคลน AMOZ#2 และ  AMOZ#18 
ท่ีบริสุทธ์ิแลว ตอสาร CPAMOZ 
 

 รูปท่ี 4.20  การทดสอบความจําเพาะของโมโคลนอลแอนติบอดี โคลน AMOZ#2 และ  AMOZ#18 ท่ีบริสุทธ์ิ
 แลว ตอสาร NPAMOZ 

 

 
รูปท่ี 4.21  การทดสอบความจําเพาะของโมโคลนอลแอนติบอดี โคลน AMOZ#2 และ  AMOZ#18 
ท่ีบริสุทธ์ิแลว ตอสาร FTD 

 

โมโนโคลนอลแอนติบอดี  AMOZ#2 โมโนโคลนอลแอนติบอดี  AMOZ#18 

โมโนโคลนอลแอนติบอดี  AMOZ#2 โมโนโคลนอลแอนติบอดี  AMOZ#18 

โมโนโคลนอลแอนติบอดี  AMOZ#18 โมโนโคลนอลแอนติบอดี  AMOZ#2 
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  จากรูปท่ี 4.18- 4.21 แสดงคา 50 เปอรเซ็นต  Inhibition concentration (IC50)  , Limit 
of Detection (LOD)  และ คา Limit of quantification (LOQ)  ของการทดสอบความไวของโมโนโคล
นอลแอนติบอดีโคลน AMOZ#2 ท่ีความเขมขน 1:8000 และ AMOZ#18 กับสารอิสระ AMOZ  
CPAMOZ   NPAMOZ  และ FTD  ท่ีความเขมขน 10 ไมโครกรัม ถึง 1x 10- 6 พิกโครกรัมตอมิลลิลิตร 
โดยใชแอนติเจน CPAMOZ-OVA 0.250 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ท่ีเคลือบจานทดสอบ ELISA ชนิด 
96 หลุม ไดคา IC50   LOD  และ LOQ  เปรียบเทียบกับผลการทดสอบความไวตอสารอิสระ AMOZ 
ของแอนติบอดีกอนทําใหบริสุทธ์ิแสดงดังตารางท่ี 4.19 แสดงใหเห็นวาแอนติบอดีหลังจากทําให
บริสุทธ์ิแลวจะมีความไว (sensitivity)  ตอสารอิสระ AMOZ   CPAMOZ    NPAMOZ  และ FTD  มาก
กวาโมโนโคลนแอนติบอดีท่ียังไมบริสุทธ์ิ 
 
ตารางท่ี   4.19    คา IC50    LOD  และ  LOQ ในการทดสอบความจําเพาะของโมโคลนอลแอนติบอดี
  ตอสาร CPAMOZ    NPAMOZ   AMOZ  และ  Furaltadone (FTD)ของโมโนโคล 
  นอลแอนติบอดี กอนทําใหบริสุทธ์ิ และหลังใหบริสุทธ์ิแลว 
 

AMOZ  
(ng/ml) 

CPAMOZ  
(ng/ml) 

NPAMOZ 
(ng/ml) 

FTD 
(ng/ml) 

โมโนโคลนแอนติบอดี 

IC50 LOD IC50 LOD IC50 LOD IC50 LOD 
กอนทําบริสุทธิ์ 14.980 1.420 1.185 0.170 1.594 0.135 0.355 0.118 AMOZ#2 
หลังทําใหบริสุทธิ์ 5.333 0.150 0.023 1.295x10-3 0.200 0.997x10-3   1.330 0.174 
กอนทําบริสุทธิ์ - - 1.196 0.200 12.770 0.135 0.591 0.122 AMOZ#18 
หลังทําใหบริสุทธิ์ - - 0.041 0.003 0.736 0.117 1.580 0.049 

 
  จากตารางท่ี 4.19  สรุปไดวาความจําเพาะของโมโคลนอลแอนติบอดี AMOZ#2 
หลังจากทําใหบริสุทธ์ิ จะมีความไว (คา IC50 ) ตอสารแขงขันในรูปอิสระ เลียงตามลําดับจากมาก
ไปนอย เปน CPAMOZ  NPAMOZ  FTD และ AMOZ  ซ่ึงจะใหคา IC50 เปน 0.023   0.200   1.330   
และ  5.333 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ  โดยจะใหคาปริมาณของสารต่ําสุดท่ีสามารถตรวจวัด
ได (LOD) เปน  1.295x10-3     0.997x10-3   0.174   และ  0.150    นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ   สําหรับ
โมโคลนอลแอนติบอดี AMOZ#18 จะมีความไวโดยดูจากผล คา IC50  ตอสารแขงขันในรูปอิสระ 
เรียงตามลําดับจากมากไปนอย เปน CPAMOZ  NPAMOZ  และ FTD  จะใหคา IC50 เปน 0.041   
0.736  และ 1.580  นาโนกรัมตอมิลลิลิตร  ตามลําดับ  โดยจะใหคา LOD เปน   0.003    0.117  และ  
0.049 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ จากผลที่ไดจะเห็นวาแอนติบอดีท้ัง 2 โคลนท่ีทําใหบริสุทธ์ิจะให
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คา IC50 ตอสารอิสระ FTD สูงข้ึนเม่ือเทียบกับแอนติบอดีกอนทําใหบริสุทธ์ิ แสดงใหเห็นวาความไวตอ
สารอิสระ FTD ลดลงอาจเนื่องมาจากคุณสมบัติของสาร FTD นั้นมีความไวตอแสงและสลายไดงายเม่ือ
สัมผัสกับอากาศเปนเวลานานจึงมีอายุการใชงานส้ัน ซ่ึงสงผลใหสารดังกลาวเกิดการสลายตัวไป จากผลที่
ไดจึงสามารถบอกไดวา โมโคลนอลแอนติบอดี AMOZ#2 จะมีความไวเพียงพอสําหรับใชในการ
พัฒนาเปนชุดตรวจหาสารตกคาง AMOZ ซ่ึงจะใหคาปริมาณของสารต่ําสุดท่ีสามารถตรวจวัดได 
(LOD) ของตัวแขงขันอิสระ AMOZ  เปน 0.150 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร  ซ่ึงคามาตรฐานของสาร 
AMOZ ตกคางสูงสุดท่ีกําหนดใหมีได (MRL) ในผลิตภัณฑท่ีไดจากสัตว ซ่ึงกําหนดโดยสํานักงาน
คณะกรรมการอาหารและยา ใหคา MRL มีคาเทากับ  0.3 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร 
 
  จากประสิทธิภาพของโมโนโคลนท่ีไดแสดงใหเห็นวาโคลน AMOZ#2 สามารถตรวจ
สารในรูปอิสระไดท้ัง 4 รูป สําหรับจุดประสงคของงานวิจัยนี้เพื่อใหไดโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ
สารอิสระ AMOZ ซ่ึงจะใหคาปริมาณตํ่าสุดท่ีตรวจวัดไดเทากับ 0.150 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ซ่ึงเปน
งานวิจัยฉบับแรกท่ีสามารถตรวจสาร AMOZ ในรูปอิสระไดดวยวิธี ELISA โดยไมตองเปล่ียนอนุพันธ
ใหเปน NPAMOZ ดังในการผลิตชุดตรวจสอบสาร AMOZ เชิงการคา ของบริษัท Prime biotech 
ประเทศแคนนาดา  ซ่ึงตรวจไดในรูป NPAMOZ  โดยตรวจในตัวอยางเน้ือและกุงไดปริมาณตํ่าสุดเทา
กับ 0.2 นาโนกรัมตอกรัม ดังนั้นจึงแสดงใหเห็นวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีไดมีแนวโนมท่ีจะนํามา
พัฒนาตอในการผลิตชุดตรวจสอบท่ีมีประสิทธิภาพตรวจสารตกคาง AMOZ ท่ีอยูในรูปติดกับโปรตีน
เนื้อสัตวและรูปอิสระไดต่ํากวาคามาตรฐานท่ีกําหนดคือ 0.3 นาโนกรัมตอกรัม และไมตองเปล่ียน
อนุพันธของสารกอนตรวจหรือตรวจเปรียบเทียบกับวิธีทางเคมีไดเนื่องจากโคลนท่ีไดมี
แอนติบอดีท่ีจําเพาะกับสาร AMOZ ในรูปอนุพันธ (NPAMOZ) ดวย และยังสามารถตรวจสารต้ังตน 
FTD ในอาหารสัตวกอนเขาสูระบบการเล้ียงสัตวไดดวย  
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บทที่  5 
 

สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 
 

หลังจากฉีดกระตุนหนูทดลอง 5 ตัวดวยแอนติเจน CPAMOZ-cBSA ซ่ึงเตรียมไดจากนําสาร 
AMOZ มาเปล่ียนอนุพันธุใหอยูในรูป CPAMOZ ซ่ึงมีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 333.33 กรัมตอโมล เม่ือ
วิเคราะหดวยวิธี MALDI-TOF MS ไดเทากับ 335.25 ซ่ึงมีน้ําหนักโมเลกุลท่ีใกลเคียงกันและเม่ือ
ทดสอบดูแถบของสารดวยวิธี TLC มีคา Rf อยูท่ี 0.23 ซ่ึงคาดวาสารท่ีไดเปนสาร CPAMOZ  สวน
โปรตีน cBSA เตรียมไดจากโปรตีน BSA ท่ีมีหมูเอมีนเพิ่มข้ึน 31.60 เปอรเซ็นต และมีปริมาณโปรตีน
อยูท่ี 0.761 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เม่ือเทียบน้ําหนักโมเลกุลของ BSA  กับ cBSA ดวย MALDI-TOF 
MS พบวาเพิ่มข้ึนจาก 67,020 เปน 67,268 ดาลตัน ซ่ึงคิดเปนอัตราสวนของ BSA 1 โมเลกุล จะมีหมูเอ
มีนเพิ่ม 15 โมเลกุล โดยจะชวยเพิ่มโอกาสใหสาร CPAMOZ เขาจับหมูเอมีนบนโปรตีน cBSA ซ่ึงการ
เช่ือมติดไดใชสาร NHS และ EDC เปนตัวชวยในการเช่ือมติดไดเปนแอนติเจน CPAMOZ-cBSA ท่ีมี
ปริมาณโปรตีนอยูท่ี 1.78 มิลลิกรัม คิดคาการเช่ือมติดเปน 83.63 เปอรเซ็นต มีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 
76,407 ดาลตัน โดยมีอัตราการเช่ือมติดของ cBSA 1 โมเลกุลจะมีสาร CPAMOZ ติด 27 โมเลกุล 
สําหรับแอนติเจนท่ีใชสําหรับทํา ELISA ใชแอนติเจน CPAMOZ-OVA ซ่ึงมีปริมาณโปรตีน 7.838 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ใหคาการเช่ือมติดเปน 16.20 เปอรเซ็นต เม่ือเช่ือมติดกับสารแลวมีน้ําหนัก
โมเลกุลเพิ่มข้ึนเปน 45,221 ดาลตัน ซ่ึงคิดอัตราสวนการเช่ือมติดของ OVA  1 โมเลกุล จะมีสาร 
CPAMOZ ติด 1.4 โมเลกุล นําแอนติเจนท่ีไดไปใชหาระดับแอนติบอดีในซีรัมของหนูทดลองตัวท่ี 1-5 
พบวาจะใหระดับแอนติบอดีเปน 1:64000   1:16000    1:128000   1:64000    และ 1:128000 ตามลําดับ 

หลังจากทดสอบความจําเพาะของแอนติบอดีในซีรัมกับสารแขงขันอิสระ CPAMOZ  
NPAMOZ  และ AMOZ ท่ีความเขมขน 0  1  10 และ 100  ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร พบวาซีรัมของหนู
ทดลองตัวท่ี 1-5 มีแอนติบอดีท่ีจําเพาะกับสาร CPAMOZ  NPAMOZ  และ AMOZ ในรูปอิสระ เม่ือ
หลอมรวมเซลลมามของหนู 5 ตัว สามารถสรุปไดวาการหลอมรวมเซลล คร้ังท่ี 1  และ 2  ไดจํานวน
เซลลไฮบริโดมาเทากับ 39 และ 18 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ไดเซลลท่ีใหผลบวกตอ CPAMOZ เปน 24 
และ 4 เปอรเซ็นต ตามลําดับเม่ือโคลนเซลลซํ้าใหไดเซลลเดี่ยวพบวาเซลลสูญเสียคุณสมบัติการผลิต
แอนติบอดีตอสาร CPAMOZ หลังจากหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 3 พบวามีเซลลไฟโบรบลาสตข้ึนจํานวน
มากจนบดบังเซลลไฮบริโดมาสงผลใหเซลลตายไปในท่ีสุด จึงหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 4 และ 5 ไดเซลล
ไฮบริโดมาข้ึน 13 และ 84 เปอรเซ็นต ตามลําดับไดเซลลท่ีใหผลบวกตอสาร CPAMOZ  23 และ 14 
เปอรเซ็นต ตามลําดับเม่ือทําการโคลนเซลลเพื่อใหไดเซลลโมโนโคลน จะไดเซลลท่ีผลิตโมโนโคล
นอลแอนติบอดีจํานวน 1 และ 20  โคลน จากการหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 4 และ 5 ตามลําดับ หลังจาก
ทดสอบคุณสมบัติเบ่ืองตนของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท้ังหมด 21  โคลนพบวามีไอโซไทป เปน 
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IgG1 จํานวน 16 โคลน ท่ีเหลือ 1 โคลน เปน IgG2a และอีก 4 โคลนเปน IgG2b จึงทําการทดสอบ
ความเจือจางท่ีเหมาะสมและความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอแอนติเจนท่ีใชในการ
คัดเลือกเซลล ซ่ึงใชแอนติเจน CPAMOZ-OVA   AMOZ-OVA   BSA  และ OVA พบวาทุกโคลนท่ีได
จะใหผลบวกกับแอนติเจน CPAMOZ-OVA และแอนติบอดีจาก 10 โคลนท่ีใหผลบวกกับแอนติเจน 
AMOZ-OVA  สําหรับโปรตีน BSA และ OVA นั้นไมมีแอนติบอดีท่ีใหผลบวกเลย แสดงใหเห็นวาโม
โนโคลนที่ไดท้ังหมดมีโอกาสที่จะจําเพาะตอสารอิสระ CPAMOZ และมีบางแอนติบอดีท่ีมีโอกาส
จําเพาะกับสารอิสระ AMOZ ซ่ึงโคลนท่ีไดจะไมทําปฏิกิริยาขามกับโปรตีน BSA และ OVA ท่ีเช่ือม
กับสาร CPAMOZ ท่ีฉีดกระตุนและคัดเลือกโคลน   

เม่ือนําน้ําเล้ียงเซลลมาหาความเจือจางท่ีเหมาะสมโดยมีระดับความเจือจางของแตละโคลน
แตกตางกัน เปน  ไมเจือจาง  1:25  1:50   และ 1:100 นําไปทดสอบความจําเพาะกับตัวแขงขันอิสระท้ัง 
4 รูป คือ  CPAMOZ  NPAMOZ  AMOZ  และ FTD  ท่ีระดับความเขมขน 0  และ 10  ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร ผลท่ีไดพบวาท้ัง 21 โคลน จะจําเพาะตอสาร CPAMOZ  NPAMOZ   และ FTD โดยมี 2 
โคลนท่ีจําเพาะตอสาร AMOZ ในรูปอิสระ จึงทําการคัดเลือกโคลนท้ังหมด 5 โคลน จาก 21 โคลน 
เพื่อนําไปทดสอบความไวตอสารอิสระท้ัง 4 รูป (AMOZ  CPAMOZ  NPAMOZ และ FTD)  ได
จํานวน 2 โคลน ไดแกโคลน 2E5.1 (AMOZ#2)  และ 2H6 (AMOZ#4)  เลือกโคลนท่ีจําเพาะตอสาร
อิสระ 3 รูป (CPAMOZ  NPAMOZ และ FTD) ไดแกโคลน 4F1 (AMOZ#5)   7H8 (AMOZ#17) และ 
8B1.1 (AMOZ#18) หลังจากนั้นหาความเขมขนของแอนติเจนและแอนติบอดีท่ีเหมาะสมในการ
ทดสอบความจําเพาะและการทําปฏิกิริยาขาม ไดคาปริมาณแอนติเจน CPAMOZ-OVA ท่ีเหมาะสมอยู
ท่ี 0.250 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และระดับแอนติบอดีของโคลน AMOZ#2  AMOZ#4  AMOZ#5  
AMOZ#17  และ AMOZ#18 เปน 1:640  1:40  1:160  1:640  และ 1:320 ตามลําดับ  เม่ือทดสอบ
ปฏิกิริยาขามกับสารในกลุมและสารนอกกลุมพบวาท้ัง 21 โคลนไมเกิดปฏิกิริยาขามกับสารในกลุมไน
โตรฟูแรน และสารนอกกลุมไนโตรฟูแรน ไดคาการเกิดปฏิกิริยาขามนอยกวา 0.01 เปอรเซ็นตจึง
แสดงใหเห็นวา โมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีไดนั้นมีความจําเพาะเจาะจงตอสารอิสระท้ัง 4 รูป 
 เม่ือทดสอบความไวตอสารอิสระของโมโนโคลนท้ัง 5 โคลนท่ีมีความไวตอสารอิสระท้ัง 4 
รูป ไดสูงสุดคือ AMOZ#2 ใหคา IC50 ตอ AMOZ  CPAMOZ  NPAMOZ และ FTD ในรูปอิสระได
เทากับ 14.980  1.185  1.594  และ 0.355 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ และมีคา LOD เทากับ 1.420  
0.170  0.135 และ 0.118 นาโนกรัมตอมิลลิลิตรตามลําดับ โมโนโคลนท่ีมีความไวรองมาคือ 
AMOZ#18 ใหคา IC50 ตอ CPAMOZ  NPAMOZ และ FTD ในรูปอิสระไดเทากับ 1.196  12.770  และ 
0.591 นาโนกรัมตอมิลลิลิตรตามลําดับ และใหคา LOD เทากับ  0.200  0.135  0.122 นาโนกรัมตอ
มิลลิลิตรตามลําดับ  จึงคัดเลือกโมโนโคลนท้ัง 2 มาเล้ียงเพื่อนําโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีไดมาทํา
ใหบริสุทธ์ิ ผลท่ีไดคือ โมโนโคลน AMOZ#2  และ AMOZ#18  ท่ีบริสุทธ์ิจะมีปริมาณโปรตีนเทากับ 
1.5 และ 1.9 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และมีปริมาณแอนติบอดีเทากับ 1.48  และ 2.04 มิลลิกรัมตอ
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มิลลิลิตรตามลําดับ โมโนโคลนอลแอนติบอดีมีความบริสุทธ์ิ  95.5 และ 107  เปอรเซ็นตตามลําดับ ซ่ึง
สามารถตรวจสอบความบริสุทธ์ิและนํ้าหนักของแอนติบอดีท่ีไดจากการทํา SDS-PAGE และ western 
blot โดยพบวา แอนติบอดีโคลน AMOZ#2 (IgG2b) จะใหแถบของ Heavy chain 2 สาย ซ่ึงมีขนาดอยูท่ี 
69.12  และ 63.32 กิโลดาลตัน และพบวาท้ัง 2 แถบ ยังแสดงผลในฟลม x-ray ท่ีไดจากการทํา western 
blot แสดงวาสาย Heavy chain ท้ัง 2 สายน้ี เปนแถบของแอนติบอดี และไดสาย Light chain มีขนาด 
28.33 กิโลดาลตัน  สําหรับโคลน AMOZ#18 (IgG1) แถบของ Heavy chain และ Light chain อยูท่ี 
58.69  และ 25.21 กิโลดาลตัน  ตามลําดับ หลังจากนั้นทดสอบความไวตอสารอิสระของโมโนโคล
นอลแอนติบอดีท่ีผานการทําใหบริสุทธ์ิ ผลท่ีไดคือแอนติบอดีท่ีไดจากโคลน AMOZ#2 จะมีความไว
ตอสารอิสระ AMOZ  CPAMOZ  NPAMOZ และ FTD มากข้ึน ซ่ึงโคลน AMOZ#2 จะมีความไวสูง
สุดโดยใหคา IC50 ตอสารอิสระดังกลาวเปน 5.333  0.023  0.200 และ 1.330 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร
ตามลําดับมีคาปริมาณของสารต่ําสุดท่ีสามารถตรวจวัดได (LOD) เปน 0.150 1.298x10-3 0.997x10-3   
และ 0.174 นาโนกรัมตอมิลลิลิตรตามลําดับ ซ่ึงมีความไวเพียงพอสําหรับใชพัฒนาตอในการทําชุด
ตรวจสอบสารตกคาง AMOZ ซ่ึงคามาตรฐาน (MRLs) ท่ีกําหนดโดยสํานักงานคณะกรรมการอาหาร
และยา ไดกําหนดใหคา MRLs ของสารตกคาง AMOZ อยูท่ี 0.3 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร   
 สรุปไดวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีไดจากการวิจัยในคร้ังนี้ สามารถนําไปพัฒนาเปนชุด
ตรวจท่ีอาศัยหลักการ ELISA ประเภท indirect competitive ELISA และ  direct ELISA ได เนื่องจากโม
โนโคลนอลแอนติบอดีมีความไวและความจําเพาะตอสารเมแทบอไลตไนโตรฟูแรนฟูรัลทาโดน 
เพียงพอเนื่องจากสามารถตรวจวัดสารดังกลาวในรูปอิสระไดปริมาณตํ่ากวาคามาตรฐานท่ีกําหนดและ
ไมมีปฏิกิริยาขามกับสารในกลุมไนโตรฟูแรนตัวอ่ืนๆ และสารนอกกลุม จึงสามารถนําไปพัฒนาเปน
ชุดตรวจสําหรับตรวจสาร AMOZ ท่ีตกคางในอาหารสําหรับบริโภคไดตอไป 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

94 

 

รายการอางอิง 
 

ภาษาไทย 
 
ดานิศ ทวีติยานนท.  2545.  ผลจากประกาศกระทรวงพาณิชย เร่ือง การนํายาเภสัชเคมีภัณฑ เกลือ 

ของเภสัชเคมีภัณฑ และเภสัชเคมีภัณฑ กึ่งสําเร็จรูป เขามาในราชอาณาจักร.  เวชชสารสัตว 
แพทย. 32(4) : 11-13 

 
ประกาศสํานักงานคณะกรรมการอาหารและยา.  2546.  เร่ืองหลักเกณฑ เง่ือนไข และวิธีการตรวจ 

วิเคราะหการปนเปอนสารเคมีบางชนิดในอาหาร. 
 
แพรวพรรณ หองทองแดง, ดรุณ กอเซาะ และ มนวิภา จารุตามระ.  2548.  วิจัยและพัฒนาชุดตรวจ 

สอบชนิดยาในอาหารสัตวและยาสัตว:Nitro Test Kit.  สถาบันสุขภาพสัตวแหงชาติ กรม 
ปศุสัตว. 
 

มาลินี ล้ิมโภคา. 2540.  การใชยาตานจุลชีพในสัตวบกและสัตวน้ํา.  พิมพคร้ังท่ี 4: 256-266 
 
สุริยะ  กาวงษกลาง และ อัชวัน  โกมลเสวิน.  2546. การศึกษาปญหาสารตกคางกลุมไนโตรฟู
 แรนสในเนื้อไกพื้นท่ีสํานักสุขศาสตรสัตวและสุขอนามัยท่ี 1.  สํานักสุขศาสตรสัตวและ
 สุขอนามัยท่ี 1 อําเภอเมือง จังหวัดปทุมธานี. 
 
ศักดิ์สิทธ์ิ สุสเกตุ.  2545.  การพัฒนาวิธีการตรวจวิเคราะหหาสารไนโตรฟูแรนในอาหารสัตว. 

โครงการการเรียนการสอนเพื่อเสริมประสบการณ คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณ 
มหาวิทยาลัย. 

 
ศศิ  เจริญพจน และ วิมล จิระธนะวัฒน.  2546.  การวิเคราะหความเส่ียงจากยาสัตว ความปลอดภัย 

ทางอาหาร และการคุมครองผูบิโภค. สํานักงานตรวจสอบคุณภาพสินคาปศุสัตว และศูนย 
สารสนเทศ กรมปศุสัตว. 

 

 

 
 



 

 

95 

 

ภาษาอังกฤษ 
Angelini, N. M., Rampini, O. D., and Mugica, H. 1997. Liquid Chromatographic 
 Determination of  Nitrofuran Residues in Bovine Muscle Tissues. J. AOAC Int. 80(3): 
 481-485. 

 
Bryan, G. T. 1978. Nitrofurans: chemistry, metabolism, mutagenesis, and carcinogenesis. 
  Raven Press, New York : 3-9. 
 
Conneely,  A.,  Nugent,  A.,  Keeffe,  M. O.,  Mulder,  P.P.J.,  Rhijn,  J.A.  v.,  Kovacsics, L.,
 Fodor,  A.,  McCracken, R.J., and Kennedy, D.G. 2003. Isolation of bound residues of 
 nitrofuran drugs form tissue by solid-phase extraction with determination by liquid 
 chromatography with UV and tandem massspectro-metric detection. Anal. Chim. Acta. 
 483: 91-98. 
 
Cooper, K. M., Caddell, A., Elliott, C.T., and Kennedy, D. G. 2004. Production and 
  characterization  of polyclonal antibodies to a derivative of 3-amino-2-oxazolidinine, a 

metabolite of the nitrofuran furazolidone. Anal. Chim. Acta. 520: 79-86. 

Cooper, K. M.,  and Kennedy , D. G. 2005. Nitrofuran antibiotic metabolites detected at parts per 
million concentrations in retina of pigs—a new matrix for enhanced monitoring of 
nitrofuran abuse. Analyst. 130: 466–468. 

 
Delatour, T., Gremaud, E., Mottier, P., Richoz, J., Vera, F. A., and Stadler, R. H. 2003.  
 Preparation of Stable Isotope-Labeled 2-Nitrobenzaldehyde Derivatives of Four 
 Metabolites of Nitrofuran Antibiotics and Their Comprehensive Characterization by UV, 
 MS, and NMR Techniques. J. Agric. Food Chem.51: 6371-6379. 
 
Diaz, T. G., Cabanillas, A. G., Valenzuela, M.I. A., Correa, C.A., and Salinas, F. 1997. 

Determination of nitrofurantoin, furazolidone and furaltadone in milk by high- 
performance liquid chromatography with electrochemical detection. J. Chromatogr. A. 
764: 243-248. 



 

 

96 

 

 Diblikova, I., Cooper, K.M., Kennedy, D.G., Franek, M. 2005. Monoclonal antibody-based 
ELISA for the quantification of nitrofuran metabolite 3-amino-2-oxazolidinone in tissues 
using a simplified sample preparation. Anal. Chim. Acta. 540: 285-292. 

 
 Franek, M., and Hruska, K. 2005. Antibody based methods for environmental and food 
 analysis: a review. Vet. Med. 50(1): 1–10. 

 
Keeffe, M. O., Conneely, A., Cooper, K.M., Kennedy, D.G., Kovacsics, L., Andrea, F.,  Mulder, 
 P.P.J., van Rhijn, J.A., Trigueros, G. 2004. Nitrofuran antibiotic residues in pork The 
 FoodBRAND retail survey. Anal. Chim. Acta. 520: 125-131. 

 
Kumar, L., Toothill, J. R., and Ho, K. B. 1994. Determination of nitrofuran residues in poultry 
 muscle tissues and eggs by liquid chromatography. J. AOAC Int . 77(3): 591-595. 
 
Leitner, A., Zollner, P., and Lindner, W. 2001. Determination of the metabolites of nitrofuran 

antibiotics in animal tissue by high-performance liquid chromatography-tandem mass 
spectrometry. J.Chromatography. A. 939: 49-58. 

 
Lipmto, J. M., Arriba, A. F., Tiptonf, K. F., and Unqeta, M. 1996. Inhibition of Bovine Lung 
 SCAicarbazideSensitive Amine Oxidase (SSAO) by Some Hydrazine Derivatives. 
 Biochemical Pharmacology. 52:187-195. 

  
Rupp, H. S., Munns, R. K., and Long, A. R. 1994. Simultaneous determination of 
 nitrofurazone,nitrofurantoin,and Furazolidone in channel catfish (Ictalurus punctatus)muscle 
 tissue by liquid chromatography. J.AOAC Int. 77(2): 344-350. 

Situ, C., and Elliott, C. T. 2005. Simultaneous and rapid detection of five banned antibiotic 
growth promoters by immunoassay. Analytica Chimica Acta 529: 89-96. 



 

 

97 

 

Vass, M., Kotkova, L., Dibkikova, I., Nevorankova, Z., Cooper, K.M., Kennedy, D.G., Franek, 
M., 2005. Production and characterisation of monoclonal antibodies for the detection of 
AOZ, a tissue bound metabolite of furazolidone. Vet. Med. 50(7): 300-310. 

 
 
 
 
 

 
 
 

 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

 

98 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

ภาคผนวก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 



 

 

99 

 

ภาคผนวก ก 
 
ตารางท่ี ก.1  คาดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 750 นาโนเมตร ของสารละลายโปรตีนมาตรฐานBSA 

 ปริมาณโปรตีน BSA 
(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

คาดูดกลืนแสงท่ี 
750 นาโนเมตร 

0 0 
25 0.077 
50 0.123 
100 0.204 
125 0.243 
250 0.451 
500 0.850 

 

y = 0.0017x

R2 = 0.991
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รูปท่ี ก.1  กราฟโปรตีน BSA  มาตรฐาน 
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ตารางผนวกท่ี ก.2  คาดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 750 นาโนเมตร ของสารละลายโปรตีนมาตรฐาน BSA 
 ปริมาณโปรตีน BSA 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
คาดูดกลืนแสงท่ี 
750 นาโนเมตร 

0 0 
31.25 0.055 
62.5 0.106 
125 0.215 
250 0.436 
500 0.826 

 

y = 0.0017x

R2 = 0.999
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รูปท่ี ก.2  กราฟโปรตีน BSA  มาตรฐาน 

 
ตารางผนวกท่ี ก.3  คาดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 750 นาโนเมตร ของสารละลายโปรตีนมาตรฐาน OVA 

 ปริมาณโปรตีน OVA 
(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

คาดูดกลืนแสงท่ี 
750 นาโนเมตร 

0 0 
31.25 0.050 
62.5 0.111 
125 0.250 
250 0.432 
500 0.780 
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y = 0.0016x

R2 = 0.9901
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รูปผนวกท่ี ก.3  กราฟโปรตีน OVA  มาตรฐาน 

 
 
ตารางท่ี ก.4  แสดงคาดูดกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตรท่ีไดจากวิธี Indirect ELISA  ของซีรัมหนู
ทดลองกอนหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 1 ไดแสดงในผลการทดลองรูปท่ี 4.8.1 
 

แอนติเจนท่ีใชเคลือบจาน 96 หลุม 
(3 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

ความเจือจางของซีรัม CPAMOZ-OVA BSA 

1:500 2.654 0.565 
1:1000 2.653 0.497 
1:2000 1.929 0.374 
1:4000 1.313 0.297 
1:8000 0.840 0.195 
1:16000 0.509 0.169 
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ตารางท่ี ก.5  แสดงคาดูดกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตรท่ีไดจากวิธี Indirect ELISA  ของซีรัมหนู
ทดลองกอนหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 2 ไดแสดงในผลการทดลองรูปท่ี 4.8.2 
 

แอนติเจนท่ีใชเคลือบจาน 96 หลุม  
(3 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

ความเจือจางของซีรัม  CPAMOZ-OVA  BSA 

1:500 2.060 2.532 
1:1000 1.239 1.587 
1:2000 0.776 1.122 
1:4000 0.450 0.818 
1:8000 0.314 0.821 
1:16000 0.255 0.383 

 
ตารางท่ี ก.6  แสดงคาดูดกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตรท่ีไดจากวิธี Indirect ELISA  ของซีรัมหนู
ทดลองกอนหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 3 ไดแสดงในผลการทดลองรูปท่ี 4.8.3 
 

แอนติเจนท่ีใชเคลือบจาน 96 หลุม  
(3 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

ความเจือจางของซีรัม  CPAMOZ-OVA  BSA 

1:500 2.273 2.019 
1:1000 2.112 1.662 
1:2000 1.752 1.229 
1:4000 1.654 0.770 
1:8000 1.276 0.711 
1:16000 0.956 0.604 

1:32000 0.750 0.408 
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ตารางท่ี ก.7  แสดงคาดูดกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตรท่ีไดจากวิธี Indirect ELISA  ของซีรัมหนู
ทดลองกอนหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 4 ไดแสดงในผลการทดลองรูปท่ี 4.8.4 
 

แอนติเจนท่ีใชเคลือบจาน 96 หลุม  
(3 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

ความเจือจางของซีรัม CPAMOZ-OVA   BSA 

1:500 2.090 1.846 
1:1000 1.592 1.305 
1:2000 1.391 0.875 
1:4000 1.106 0.593 
1:8000 0.753 0.437 
1:16000 0.645 0.228 

1:32000 0.437 0.193 

1:64000 0.339 0.174 

 
ตารางท่ี ก.8  แสดงคาดูดกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตรท่ีไดจากวิธี Indirect ELISA  ของซีรัมหนู
ทดลองกอนหลอมรวมเซลลคร้ังท่ี 5 ไดแสดงในผลการทดลองรูปท่ี 4.8.5 
 

ความเจือจางของซีรัม แอนติเจนท่ีใชเคลือบจาน 96 หลุม (3 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

 CPAMOZ-OVA BSA OVA 

1:500 2.694 1.765 0.460 
1:1000 2.701 1.063 0.509 
1:2000 2.434 0.483 0.352 
1:4000 2.145 0.495 0.280 
1:8000 1.362 0.256 0.171 
1:16000 0.847 0.176 0.192 

1:32000 0.491 0.193 0.193 

1:64000 0.347 0.136 0.140 

1:128000 0.281 0.108 0.162 
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รูปท่ี ก.4  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี AMOZ#2 ตอสาร CPAMOZ ดวย  
โปรแกรม  Graphpad Prism 4.03 
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รูปท่ี ก.5  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี AMOZ#4 ตอสาร CPAMOZ ดวย  

โปรแกรม  Graphpad Prism 4.03 
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รูปท่ี ก.6  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี AMOZ#5 ตอสาร CPAMOZ ดวย  

โปรแกรม  Graphpad Prism 4.03 
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รูปท่ี ก.7  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี AMOZ#17 ตอสาร CPAMOZ ดวย  

โปรแกรม  Graphpad Prism 4.03 
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รูปท่ี ก.8  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี AMOZ#18 ตอสาร CPAMOZ ดวย  

โปรแกรม  Graphpad Prism 4.03 
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รูปท่ี ก.9  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี AMOZ#2 ตอสาร NPAMOZ ดวย  

โปรแกรม  Graphpad Prism 4.03 
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รูปท่ี ก.10  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี AMOZ#4 ตอสาร NPAMOZ ดวย 
    โปรแกรม  Graphpad Prism 4.03 

 
รูปท่ี ก.11  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี AMOZ#5 ตอสาร NPAMOZ ดวย 
    โปรแกรม  Graphpad Prism 4.03 
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รูปท่ี ก.12  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี AMOZ#17 ตอสาร NPAMOZ ดวย 
    โปรแกรม  Graphpad Prism 4.03 
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รูปท่ี ก.13  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี AMOZ#18 ตอสาร NPAMOZ ดวย 
    โปรแกรม  Graphpad Prism 4.03 

 
รูปท่ี ก.14  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี AMOZ#2 ตอสาร AMOZ ดวย  โปรแกรม 
     Graphpad Prism 4.03 
 

 
รูปท่ี ก.15  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี AMOZ#4 ตอสาร AMOZ ดวย  โปรแกรม 
     Graphpad Prism 4.03 
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รูปท่ี ก.16  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี AMOZ#2 ตอสาร FTD ดวย  โปรแกรม 
     Graphpad Prism 4.03 
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รูปท่ี ก.17  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี AMOZ#4 ตอสาร FTD ดวย  โปรแกรม 
     Graphpad Prism 4.03 
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รูปท่ี ก.18  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี AMOZ#5 ตอสาร FTD ดวย  โปรแกรม 
     Graphpad Prism 4.03 
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รูปท่ี ก.19  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี AMOZ#17 ตอสาร FTD ดวยโปรแกรม 
     Graphpad Prism 4.03 
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รูปท่ี ก.20  กราฟหาคา IC50 โมโนโคลนอลแอนติบอดี AMOZ#18 ตอสาร FTD ดวยโปรแกรม 
     Graphpad Prism 4.03 
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ตารางที่ ก.9  คาดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร ในการทดสอบดวยวิธี Indirect competitive  ELISA กับสารในกลุมไนโตรฟูแรน  ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 
AMOZ#1 (1F2)   AMOZ#2 (2E5.1)    AMOZ#3 (2E9)  และ AMOZ#4 (2H6) 
 

Clone AMOZ#1 Clone AMOZ#2 Clone AMOZ#3 Clone AMOZ#4 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

สารในกลุมไนโตรฟูแรน 

0 10 0 10 0 10 0 10 
CPAMOZ (derivative form) 0.943 0.131 1.044 0.124 0.950 0.150 1.085 0.127 
NPAMOZ (derivative form) 0.810 0.135 1.068 0.103 0.999 0.139 0.915 0.105 

AMOZ (metabolite form) 0.835 0.829 0.923 0.127 0.984 1.111 1.073 0.124 
Furaltadone (FTD; parent drug form) 1.145 0.156 1.399 0.140 1.234 0.180 1.422 0.089 

Furazolidone (FZD; parent drug form) 1.304 1.240 1.463 1.282 1.304 1.179 1.576 1.323 
AOZ (metabolite form) 0.997 0.923 1.117 0.978 1.057 1.060 0.907 0.943 

NPAOZ (derivative form) 1.167 1.113 1.315 1.282 1.145 1.243 1.233 1.250 
Nitrofurantoin (NFT; parent drug form) 1.220 1..087 1.467 1.310 1.052 1.179 1.281 1.443 

AHD (metabolite form) 1.121 1.025 1.176 1.098 1.204 1.159 1.139 1.036 
NPAHD (derivative  form) 1.108 1.280 1.300 1.290 1.268 1.289 1.279 1.234 

Nitrofurazone (NFZ; parent drug form) 1.199 1.230 1.330 1.259 1.305 1.155 1.263 1.277 
SCA (metabolite form) 1.039 0.996 1.263 1.061 1.038 0.920 1.074 1.101 

NPSCA (derivative  form) 1.127 1.111 1.274 1.177 1.291 1.335 1.263 1.155 
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ตารางที่ ก.10  คาดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร ในการทดสอบดวยวิธี Indirect competitive  ELISA กับสารในกลุมไนโตรฟูแรน  ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 
AMOZ#5 (4F1)   AMOZ#6 (4H3)    AMOZ#7 (5A7)  และ AMOZ#8 (5F1) 
 

Clone AMOZ#5 Clone AMOZ#6 Clone AMOZ#7 Clone AMOZ#8 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

สารในกลุมไนโตรฟูแรน 

0 10 0 10 0 10 0 10 
CPAMOZ (derivative form) 1.106 0.142 1.094 0.109 0.782 0.193 0.810 0.165 
NPAMOZ (derivative form) 1.044 0.141 1.065 0.106 0.645 0.422 0.864 0.152 

AMOZ (metabolite form) 1.040 0.965 1.007 1.043 0.734 0.727 1.019 0.663 
Furaltadone (FTD; parent drug form) 1.552 0.203 1.541 0.187 1.178 0.194 1.171 0.172 

Furazolidone (FZD; parent drug form) 1.432 1.328 1.805 1.577 1.153 0.979 1.224 1.241 
AOZ (metabolite form) 1.263 1.195 1.208 1.283 0.663 0.861 0.903 0.949 

NPAOZ (derivative form) 1.504 1.395 1.516 1.415 0.869 0.889 1.250 1.266 
Nitrofurantoin (NFT; parent drug form) 1.628 1.427 1.374 0.900 1.097 0.843 1.218 0.951 

AHD (metabolite form) 1.326 1.231 1.278 1.306 0.679 0.683 0.911 0.998 
NPAHD (derivative  form) 1.416 1.534 1.761 1.595 1.067 0.999 1.400 1.302 

Nitrofurazone (NFZ; parent drug form) 1.314 1.341 1.088 1.124 0.975 0.851 1.149 0.926 
SCA (metabolite form) 1.129 1.154 1.222 1.198 0.711 0.690 1.011 0.973 

NPSCA (derivative  form) 1.445 1.258 1.590 1.550 1.043 1.031 1.132 1.204 
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ตารางที่ ก.11  คาดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร ในการทดสอบดวยวิธี Indirect competitive  ELISA กับสารในกลุมไนโตรฟูแรน  ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 
AMOZ#9 (5G10.2)   AMOZ#10 (5G10.3)    AMOZ#11 (5H7)  และ AMOZ#12 (6B3.1) 
 

Clone AMOZ#9 Clone AMOZ#10 Clone AMOZ#11 Clone AMOZ#12 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

สารในกลุมไนโตรฟูแรน 

0 10 0 10 0 10 0 10 
CPAMOZ (derivative form) 0.821 0.126 1.077 0.182 0.776 0.122 0.874 0.118 
NPAMOZ (derivative form) 0.792 0.113 0.915 0.115 0.835 0.106 0.888 0.145 

AMOZ (metabolite form) 0.819 0.755 1.048 0.836 0.799 0.664 0.890 0.592 
Furaltadone (FTD; parent drug form) 1.075 0.194 1.392 0.129 1.119 0.143 0.896 0.064 

Furazolidone (FZD; parent drug form) 1.179 1.072 1.165 1.123 1.167 1.166 1.055 1.268 
AOZ (metabolite form) 0.844 0.898 0.796 1.013 0.969 0.918 0.925 0.991 

NPAOZ (derivative form) 1.111 1.116 1.071 1.122 1.205 1.134 1.204 1.193 
Nitrofurantoin (NFT; parent drug form) 1.047 0.970 1.366 1.231 1.077 0.982 1.272 1.149 

AHD (metabolite form) 0.902 0.854 1.023 1.054 0.995 0.898 0.990 0.961 
NPAHD (derivative  form) 1.168 1.152 1.291 1.203 1.238 1.193 1.263 1.077 

Nitrofurazone (NFZ; parent drug form) 1.070 1.015 1.430 1.322 1.077 1.014 1.226 1.108 
SCA (metabolite form) 0.916 0.865 1.055 1.141 0.932 0.867 0.802 0.933 

NPSCA (derivative  form) 1.150 1.190 1.082 1.152 1.204 1.044 1.030 1.214 
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ตารางที่ ก.12  คาดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร ในการทดสอบดวยวิธี Indirect competitive  ELISA กับสารในกลุมไนโตรฟูแรน  ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 
AMOZ#13 (6B3.2)   AMOZ#14 (6B3.3)    AMOZ#15 (6G2)  และ AMOZ#16 (7G4) 
 

Clone AMOZ#13 Clone AMOZ#14 Clone AMOZ#15 Clone AMOZ#16 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

สารในกลุมไนโตรฟูแรน 

0 10 0 10 0 10 0 10 
CPAMOZ (derivative form) 0.981 0.112 1.062 0.109 1.116 0.185 1.069 0.467 
NPAMOZ (derivative form) 1.188 0.125 1.153 0.164 1.162 0.173 0.981 0.121 

AMOZ (metabolite form) 1.146 0.862 1.149 0.794 1.302 1.127 1.111 1.131 
Furaltadone (FTD; parent drug form) 1.576 0.117 1.655 0.109 1.629 0.141 1.177 0.403 

Furazolidone (FZD; parent drug form) 1.542 1.513 1.635 1.515 1.552 1.775 1.463 1.687 
AOZ (metabolite form) 1.216 1.291 1.268 1.296 1.341 1.462 1.271 1.240 

NPAOZ (derivative form) 1.605 1.550 1.829 1.481 1.351 1.631 1.255 1.370 
Nitrofurantoin (NFT; parent drug form) 1.428 1.456 0.609 0.674 1.407 1.527 1.062 1.235 

AHD (metabolite form) 1.240 1.304 1.278 1.244 1.359 1.424 1.151 1.240 
NPAHD (derivative  form) 1.559 1.660 1.492 1.451 1.668 1.794 1.635 1.460 

Nitrofurazone (NFZ; parent drug form) 1.562 1.507 1.248 1.175 1.713 1.472 1.217 1.260 
SCA (metabolite form) 1.200 1.252 1.187 1.177 1.273 1.316 1.088 1.150 

NPSCA (derivative  form) 1.675 1.474 1.292 1.488 1.899 1.744 1.648 1.530 
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ตารางที่ ก.13  คาดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร ในการทดสอบดวยวิธี Indirect competitive  ELISA กับสารในกลุมไนโตรฟูแรน  ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 
AMOZ#17 (7H8)   AMOZ#18 (8B1.1)    AMOZ#19 (8B4)  และ AMOZ#20 (8E2) 
 

Clone AMOZ#17 Clone AMOZ#18 Clone AMOZ#19 Clone AMOZ#20 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

สารในกลุมไนโตรฟูแรน 

0 10 0 10 0 10 0 10 
CPAMOZ (derivative form) 0.906 0.513 0.726 0.136 0.716 0.139 0.922 0.130 
NPAMOZ (derivative form) 0.821 0.330 0.730 0.106 0.745 0.084 0.769 0.124 

AMOZ (metabolite form) 0.901 0.971 0.745 0.690 0.808 0.740 0.821 0.753 
Furaltadone (FTD; parent drug form) 1.136 0.267 0.998 0.121 0.933 0.119 0.717 0.096 

Furazolidone (FZD; parent drug form) 1.156 1.252 1.127 1.243 1.191 1.383 1.096 1.356 
AOZ (metabolite form) 0.969 0.977 0.773 0.817 0.922 0.855 0.962 0.926 

NPAOZ (derivative form) 1.173 1.156 0.940 1.073 1.025 1.088 1.085 1.116 
Nitrofurantoin (NFT; parent drug form) 1.182 1.168 0.960 1.017 0.989 1.269 0.845 1.052 

AHD (metabolite form) 1.013 1.013 0.973 0.760 0.922 0.898 0.860 0.910 
NPAHD (derivative  form) 1.228 1.291 1.025 1.164 1.042 1.207 1.050 1.180 

Nitrofurazone (NFZ; parent drug form) 1.144 1.243 1.147 1.145 0.937 1.064 1.286 1.137 
SCA (metabolite form) 0.981 0.938 0.813 0.817 0.801 0.851 0.897 0.871 

NPSCA (derivative  form) 1.170 1.383 1.182 1.130 1.111 1.250 1.181 1.235 
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ตารางที่ ก.14  คาดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร ในการทดสอบดวยวิธี Indirect competitive  ELISA กับสารนอกกลุมไนโตรฟูแรน  ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 
AMOZ#1 (1F2)   AMOZ#2 (2E5.1)    AMOZ#3 (2E9)  และ AMOZ#4 (2H6) 
 

Clone AMOZ#1 Clone AMOZ#2 Clone AMOZ#3 Clone AMOZ#4 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

สารในกลุมไนโตรฟูแรน 

0 10 0 10 0 10 0 10 
3-carboxybenzaldehyde (CBA) 1.310 1.171 1.353 1.319 1.180 1.234 1.394 1.190 
เคลนบูเทอรอล (Clenbuteral) 1.608 1.460 1.591 1.616 1.506 1.600 1.443 1.667 

ซัลบูตามอล (Salbutamal) 1.006 0.982 1.123 1.120 1.163 1.067 0.977 1.018 
คลอแรมเฟนิคอล (CAP) 1.346 1.252 1.487 1.496 1.607 1.362 1.633 1.673 

นอรฟลอรกซาซิน (Norfloxacin) 1.092 1.060 1.081 1.108 0.572 0.464 1.168 1.094 
เพนิซิลลิน จี (Penicilin G) 1.416 1.337 1.857 1.730 1.734 1.668 1.685 1.485 
ฟลูมิควิน (Flumequine)  1.393 1.318 1.651 1.432 1.675 1.507 1.658 1.587 

ออกซิเตรทตาไซคริน (Oxytetracycline) 1.097 0.966 1.089 1.114 1.047 0.960 1.038 1.047 
ตัวควบคุมบวก (CPAMOZ) 0.943 0.131 1.044 0.124 0.950 0.150 1.085 0.127 

ตัวควบคุมลบ(อาหาร RPMI 1640) 0.151 0.084 0.121 0.084 0.105 0.094 0.077 0.185 
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ตารางที่ ก.15  คาดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร ในการทดสอบดวยวิธี Indirect competitive  ELISA กับสารนอกกลุมไนโตรฟูแรน  ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 
AMOZ#5 (4F1)   AMOZ#6 (4H3)    AMOZ#7 (5A7)  และ AMOZ#8 (5F1) 
 

Clone AMOZ#5 Clone AMOZ#6 Clone AMOZ#7 Clone AMOZ#8 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

สารในกลุมไนโตรฟูแรน 

0 10 0 10 0 10 0 10 
3-carboxybenzaldehyde (CBA) 1.164 1.450 1.705 1.375 0.894 0.949 1.010 1.073 
เคลนบูเทอรอล (Clenbuteral) 1.805 1.738 1.227 1.263 1.177 1.212 1.486 1.430 

ซัลบูตามอล (Salbutamal) 1.186 1.206 1.223 1.165 0.886 0.713 0.972 0.975 
คลอแรมเฟนิคอล (CAP) 1.697 1.566 0.969 0.964 1.176 1.169 1.377 1.315 

นอรฟลอรกซาซิน (Norfloxacin) 1.284 1.306 1.222 1.292 0.684 0.704 1.032 1.019 
เพนิซิลลิน จี (Penicilin G) 1.949 1.831 1.845 1.739 1.131 1.243 1.501 1.583 
ฟลูมิควิน (Flumequine)  1.813 1.725 1.996 1.763 1.185 1.040 1.627 1.457 

ออกซิเตรทตาไซคริน (Oxytetracycline) 1.202 1.218 1.287 1.220 0.856 0.855 1.009 0.977 
ตัวควบคุมบวก (CPAMOZ) 1.106 0.142 1.094 0.109 0.782 0.193 0.810 0.165 

ตัวควบคุมลบ(อาหาร RPMI 1640) 0.111 0.180 0.212 0.226 0.208 0.111 0.129 0.225 
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ตารางที่ ก.16  คาดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร ในการทดสอบดวยวิธี Indirect competitive  ELISA กับสารนอกกลุมไนโตรฟูแรน  ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 
AMOZ#9 (5G10.2)   AMOZ#10 (5G10.3)    AMOZ#11 (5H7)  และ AMOZ#12 (6B3.1) 
 

Clone AMOZ#9 Clone AMOZ#10 Clone AMOZ#11 Clone AMOZ#12 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

สารในกลุมไนโตรฟูแรน 

0 10 0 10 0 10 0 10 
3-carboxybenzaldehyde (CBA) 1.089 0.973 1.121 1.220 1.144 1.157 1.277 1.069 
เคลนบูเทอรอล (Clenbuteral) 1.201 1.312 1.628 1.501 1.294 1.430 1.677 1.618 

ซัลบูตามอล (Salbutamal) 0.788 0.876 1.097 1.049 0.986 0.929 0.941 0.969 
คลอแรมเฟนิคอล (CAP) 1.208 1.260 1.456 1.673 1.456 1.395 1.397 1.509 

นอรฟลอรกซาซิน (Norfloxacin) 0.964 0.962 0.874 0.981 1.052 1.077 0.971 1.011 
เพนิซิลลิน จี (Penicilin G) 1.472 1.367 1.524 1.644 1.475 1.452 1.562 1.575 
ฟลูมิควิน (Flumequine)  1.426 1.355 1.932 1.743 1.449 1.439 1.575 1.471 

ออกซิเตรทตาไซคริน (Oxytetracycline) 0.908 0.852 1.081 1.019 0.973 0.963 0.917 0.945 
ตัวควบคุมบวก (CPAMOZ) 0.821 0.126 1.077 0.182 0.776 0.122 0.874 0.118 

ตัวควบคุมลบ(อาหาร RPMI 1640) 0.111 0.180 0.212 0.226 0.208 0.111 0.129 0.225 
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ตารางที่ ก.17  คาดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร ในการทดสอบดวยวิธี Indirect competitive  ELISA กับสารนอกกลุมไนโตรฟูแรน  ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 
AMOZ#13 (6B3.2)   AMOZ#14 (6B3.3)    AMOZ#15 (6G2)  และ AMOZ#16 (7G4) 
 

Clone AMOZ#13 Clone AMOZ#14 Clone AMOZ#15 Clone AMOZ#16 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

สารในกลุมไนโตรฟูแรน 

0 10 0 10 0 10 0 10 
3-carboxybenzaldehyde (CBA) 1.544 1.562 1.530 1.479 1.860 1.859 1.630 1.708 
เคลนบูเทอรอล (Clenbuteral) 1.427 1.506 1.876 1.790 2.012 2.132 1.946 1.889 

ซัลบูตามอล (Salbutamal) 1.131 1.142 1.005 1.044 1.341 1.369 1.111 1.235 
คลอแรมเฟนิคอล (CAP) 0.734 0.668 1.838 1.891 1.779 2.064 1.791 1.887 

นอรฟลอรกซาซิน (Norfloxacin) 1.237 1.198 1.097 1.151 1.338 1.423 1.315 1.223 
เพนิซิลลิน จี (Penicilin G) 1.839 1.754 2.027 2.072 1.932 2.241 1.836 2.101 
ฟลูมิควิน (Flumequine)  1.527 1.912 1.924 1.936 2.135 2.241 1.948 2.043 

ออกซิเตรทตาไซคริน (Oxytetracycline) 1.185 1.200 1.123 1.108 1.402 1.404 1.177 1.260 
ตัวควบคุมบวก (CPAMOZ) 0.981 0.112 1.062 0.109 1.116 0.185 1.069 0.467 

ตัวควบคุมลบ(อาหาร RPMI 1640) 0.111 0.180 0.212 0.226 0.208 0.111 0.129 0.225 
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ตารางที่ ก.18  คาดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร ในการทดสอบดวยวิธี Indirect competitive  ELISA กับสารนอกกลุมไนโตรฟูแรน  ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 
AMOZ#17 (7H8)   AMOZ#18 (8B1.1)    AMOZ#19 (8B4)  และ AMOZ#20 (8E2) 
 

Clone AMOZ#17 Clone AMOZ#18 Clone AMOZ#19 Clone AMOZ#20 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
ความเขมขนตัวแขงขันอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

สารในกลุมไนโตรฟูแรน 

0 10 0 10 0 10 0 10 
3-carboxybenzaldehyde (CBA) 1.291 1.351 1.324 1.205 1.251 1.439 1.483 1.512 
เคลนบูเทอรอล (Clenbuteral) 1.421 1.591 1.468 1.462 1.353 1.538 1.426 1.654 

ซัลบูตามอล (Salbutamal) 0.675 0.774 0.809 0.938 0.908 1.023 0.824 0.962 
คลอแรมเฟนิคอล (CAP) 1.689 1.510 1.265 1.463 1.379 1.629 1.443 1.722 

นอรฟลอรกซาซิน (Norfloxacin) 0.858 0.972 0.937 0.946 1.035 0.971 0.898 1.104 
เพนิซิลลิน จี (Penicilin G) 1.808 1.580 1.349 1.541 1.754 1.478 1.586 1.827 
ฟลูมิควิน (Flumequine)  1.570 1.652 1.450 1.618 1.473 1.663 1.533 1.703 

ออกซิเตรทตาไซคริน (Oxytetracycline) 0.929 1.064 0.922 1.014 0.941 0.988 0.929 0.946 
ตัวควบคุมบวก (CPAMOZ) 0.906 0.513 0.726 0.136 0.716 0.139 0.922 0.130 

ตัวควบคุมลบ(อาหาร RPMI 1640) 0.111 0.180 0.212 0.226 0.208 0.111 0.129 0.225 
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รูปท่ี ก.21  กราฟมาตรฐานในการหาปริมาณโปรตีนของโมโนโคลนอลแอนติบอดีดวยวิธี BCA  
 
 
 

กราฟมาตรฐานหาปริมาณ แอนติบอดี

y = 1.6359x

R2 = 0.9904

0.0
0.2
0.4
0.6
0.8
1.0
1.2
1.4

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8

ความเขมขนแอนติบอดี (ไมโครกรัม /มิลลิลิตร)

คา
กา
รดู
ดก

ลืน
แส
งท

ี่ 49
2 น

าโน
เม
ตร

 
รูปท่ี ก.22  กราฟมาตรฐานในการหาปริมาณแอนติบอดีของโมโนโคลนอลแอนติบอดีดวยวิธี ELISA  
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รูปท่ี ก.23 กราฟแสดงความสัมพันธระหวางคา Rf กับ น้ําหนักโมเลกุล (kDa) ของโปรตีนมาตรฐานท่ี
ใชในการเทียบหาน้ําหนักโมเลกุลของโมโนโคลนอลแอนติบอดี (หลังจากทําใหบริสุทธ์ิ) ดวยเทคนิค  
SDS-PAGE   
 
ตารางท่ี ก.19  แสดงคา Rf กับ น้ําหนักโมเลกุล (kDa) ท่ีไดจากการหาน้ําหนักโมเลกุลของแอนติบอดี
ดวยเทคนิค  SDS-PAGE   
 

โปรตีน Molecular weight 
(kDa) 

Relative mobility 
(Rf) 

b-galactosidase 
Bovine serum albumin 
Ovalbumin 
Carbonic anhydrase 
b-lactoglobulin 
Lysozyme 

118 
86 
49 
34 
24 
19 

0.176 
0.314 
0.520 
0.755 
0.941 
1.000 

FBS 75.31 0.366 
โมโนโคลนอลแอนติบอดี AMOZ#2 ในน้ําเล้ียงเซลล 74.84 0.369 
แอนติบอดีจากโมโนโคลนอลแอนติบอดี AMOZ#2 (IgG2b) หลังจากทํา
ใหบริสุทธ์ิดวยโปรตีน เอ โดยใชหลักการของ affinity chromatography    

69.12 
63.92 
28.33 

0.408 
0.447 
0.835 

อาหารที่ไดจากการเล้ียงเซลลโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลนAMOZ#18 74.84 0.369 
แอนติบอดีจากโมโนโคลนอลแอนติบอดี AMOZ#18 (IgG1) หลังจากทํา
ใหบริสุทธ์ิดวย Protein A โดยใชหลักการของ affinity chromatography    

58.69 
25.21 

0.490 
0.882 
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การเตรียมสาร 
1. การเตรียมสารละลาย Ninhydrin สําหรับใชในเทคนิค TLC ในขั้นตอนการเตรียม CPAMOZ 
   Ninhydrin staining (Ninhydrin  Solution) 
   นินไฮดริน  20 มิลลิกรัม 
   Butanol   9.5 มิลลิลิตร 

  10% Acetic acid  5 มิลลิลิตร 
 

2. การเตรียมสารละลายตางๆ สําหรับใชการหาปริมาณโปรตีนของแอนติเจนท่ีเตรียมได 
 วิธี Lowry’s  method 
 Solution A : 2% Na2CO3 ละลายใน  0.1 N  NaOH 
 Solution B1 : 1% Coupper sulfate  (CuSO4.5H2O) ละลายในน้ํากล่ัน 
 Solution B2 : 2% Potassium tartate ละลายในน้ํากล่ัน 
 Solution C  : Solution  A : B1 : B2  อัตราสวน 100 : 1 : 1 โดยเติม B1 , A และ B2 ตามลําดับ 
 Solution D  : Folin-Ciocalteu phenol reagent  เจือจางกับน้ํากล่ันในอัตราสวน  
   Folin : น้ํา DI   (1 : 1) เตรียมกอนใชงาน 
 วิธีการ   
 1. นําสารละลายตัวอยาง หรือ สารละลายมาตรฐานปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
 2. เติมสารละลาย C ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน จับเวลา 10 นาที 
 3. เติมสารละลาย D ท่ีเจือจางปริมาตร 50 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน 
 4. ตั้งท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา  30 นาที 
 5. นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเคร่ือง Spectrometer UV/vis ท่ีความยาวคล่ืน 
  750 นาโนเมตร 
 หมายเหตุ  ควรวัดคาการดูดกลืนแสงภายใน 30 นาที 
 
3. การเตรียมสารละลายสําหรับวัดประสิทธิภาพการเชื่อมตอสาร CPAMOZ กับโปรตีนพาหะ 

1. 0.1 M Sodium bicarbonate buffer, pH 8.5 
 Na2CO3   0.027 โมลลาร (M) 
 NaHCO3  0.063 โมลลาร (M) 
 น้ํากล่ัน   1000  มิลลิลิตร 
2. 0.05% TNBS (Picrylsulfonic acid) 

  Stock 5% TNBS (w/v) ละลายใน methanol 
  - Picrylsulfonic acid 5     กรัม 
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  - methanol  100 มิลลิลิตร 
 เจือจาง Stock 5% TNBS เปน 0.05% TNBS ในสารละลาย บัฟเฟอร  0.1 M Sodium 
 bicarbonate, pH 8.5 
 

3. 10% SDS (Sodium dodecyl sulphate) 
  SDS   1 กรัม 
  น้ํากล่ัน  10 มิลลิลิตร 
 

4. 1 N  HCl 
Conc. HCl  7.7 มิลลิลิตร 
ปรับดวยน้ํากล่ันใหไดปริมาตรสุดทายเปน  250  มิลลิลิตร 

  
 วิธีการ  
 1. นําสารละลาย 0.05% TNBS ปริมาตร 75  ไมโครลิตร 
 2. เติมตัวอยางท่ีตองการตรวจสอบ หรือ สารละลายมาตรฐาน ท่ีความเจือจางตางๆ  
 ปริมาตร  150 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน บมไวท่ีอุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส เปน 
 เวลา 2 ชั่วโมง 
 3. เติมสารละลาย 10% SDS  ปริมาตร 75 ไมโครลิตร 
 4. เติมสารละลาย 1 N HCl  ปริมาตร 37.5 ไมโครลิตร 
 5. นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 335 นาโนเมตร 
 6. นําคาดูดกลืนแสงท่ีไดมาคํานวณหาคาเปอรเซ็นตของการเช่ือมติด 
 
% การเช่ือมติด = [(คาดูดกลืนแสงโปรตีนพาหะ – คาดูดกลืนแสงสารที่เช่ือมติดกับโปรตีน) x 100]
     คาดูดกลืนแสงของโปรตีนพาหะ 
 
4. การเตรียมสารละลายสําหรับใชในเทคนิค ELISA 

1. 0.2 M Phosphate buffer, pH 7.4  (Stock reagent) 
ชั่ง  NaH2PO4    27.6 กรัม  ละลายดวยน้ํากล่ัน  1000  มิลลิลิตร 
ชั่ง  Na2HPO4    71.63   กรัม  ละลายดวยน้ํากล่ัน  1000  มิลลิลิตร 
ไตเตรตดางดวยกรด จนได pH 7.4 แลวเก็บเปน stock  

2. 0.01 M Phosphate Buffer Saline ( PBS), pH 7.4 
0.2 M Phosphate buffer, pH 7.4 1 ลิตร  
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NaCl      175.2  กรัม 
น้ํากล่ัน    18  ลิตร 
ผสมใหเขากัน 
 

3. PBS-Tween 20 ( ใช Tween 20 ความเขมขน 0.05% ) 
Tween 20    500  ไมโครลิตร 
PBS    1000 มิลลิลิตร 
 

 4.  5% นมพรองมันเนย 
  นมพรองมันเนย ยี่หอ mission 5 กรัม 
  PBS    100 มิลลิลิตร 
  ละลายนมพรองมันเนยใน PBS  (เตรียมใหมกอนใชงาน) 

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

ไตเตรตดางดวยกรด จนได pH 5.0 แลวเก็บใสขวดสีชา เก็บท่ีอุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส  
 
6.    Substrate OPD 

O-phenylenediamine   40 มิลลิกรัม 
0.15 M Phosphate citrate buffer 100 มิลลิลิตร 
30% H2O2   0.04 มิลลิลิตร 
ผสมใหเขากันในขวดสีชา (เตรียมใหมกอนใชทุกคร้ัง) 
 

7. 2.5 M H2SO4 ( Stopping reagent ) 
H2SO4 (96%)   256 มิลลิลิตร 
น้ํากล่ัน    744 มิลลิลิตร 
คอยๆ เทกรดลงในน้ํากล่ัน ผสมใหเขากัน 
หมายเหตุ   ควรนําขวดไปแชในน้ําประปาจนกวาจะหายรอน (เนื่องจากจะเกิดความรอน
เม่ือกรดผสมกับน้ํา) 
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5. การเตรียมอาหารเล้ียงเซลล 
 

1. Stock  HAT 100X 
Hypoxanthine 0.1361 กรัม. ละลายดวยน้ํากล่ัน  20  มิลลิลิตร 
Aminopterin 0.0018 กรัม ละลายดวยน้ํากล่ัน  20  มิลลิลิตร 
Thymidin 0.0388 กรัม ละลายดวยน้ํากล่ัน  20  มิลลิลิตร 
นําสารละลายแตละสารมาผสมกัน แลวเติมน้ํากล่ันลงไปใหครบ 100 มิลลิลิตร 

 นําไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22 um แบงใสขวดๆละ 10 มิลลิลิตร แลวเก็บไวท่ี
 อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส   
          หมายเหตุ  Aminopterin จะละลายยาก ใหนําไปอุนใน water bath จนกวาจะละลาย 
 

2. Stock  HT 100X 
Hypoxanthine 0.1361 กรัม ละลายดวยน้ํากล่ัน  20  มิลลิลิตร 
Thymidin 0.0388 กรัม ละลายดวยน้ํากล่ัน  20  มิลลิลิตร 
นําสารละลายท้ัง 2 สารมาผสมกัน แลวเติมน้ํากล่ันลงไปใหครบ 100 มิลลิลิตร 

 นําไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22 ไมโครเมตร แบงใสขวดๆละ 10 มิลลิลิตร แลวเก็บ
 ไวท่ีอุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส 
 
       3.    อาหารเล้ียงเซลล RPMI 1640    
  RPMI 1640   10.4 กรัม 
  NaHCO3   2 กรัม 
  L-glutamin   0.1 กรัม 
  Glucose    2 กรัม 
  Pyruvic acid   0.11 กรัม 
  น้ํากล่ัน    1 ลิตร 
 ละลายสารทุกอยางในน้ํากล่ัน ผสมใหเขากัน แลวนําไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22 ไม
 โครเมตร แบงใสขวดๆละ 100 มิลลิลิตร แลวเก็บไวท่ีอุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส  
 

4.   อาหารเล้ียงเซลล HT 
อาหารเล้ียงเซลล RPMI 1640 1 ลิตร 
HT 100X   10 มิลลิลิตร 
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  ผสมใหเขากัน แลวนําไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22 ไมโครเมตร แบงใสขวดๆละ 90 
  มิลลิลิตร เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
5.     อาหารเล้ียงเซลล HAT (Selective medium) 

อาหารเล้ียงเซลล RPMI 1640 1 ลิตร 
HAT 100X   10 มิลลิลิตร 

 ผสมใหเขากัน แลวนําไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22 ไมโครเมตร แบงใสขวดๆละ 90 
 มิลลิลิตร เก็บท่ีอุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส 
 หมายเหตุ     กอนจะนําอาหาร (ขอ 3-5 ) ไปเล้ียงเซลลใหผสม FBS (Fetal bovine serum)  
 10-20 %  ตามความเหมาะสมกับเซลลท่ีใชเล้ียง 
 
6. การเตรียมสารสําหรับใชในการหลอมรวมเซลล (Fusion) 
 50% PEG (Polyethylene glycol) 
 นํา PEG(sigma) มาอุนใหละลายท่ีอุณหภูมิประมาณ 50 องศาเซลเซียส  ใชปริมาตร 2 มิลลิลิตร 
มาผสมกับอาหารเล้ียงเซลล RPMI 1640 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน แลวแบงใสหลอดๆ ละ 
ประมาณ 1 มิลลิลิตร นําไปเก็บไวท่ีอุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส กอนการหลอมรวมเซลลใหนําออก
มาอุนไวท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
 
7. การเตรียมน้ํายาเก็บเซลลแชแข็งในไนโตรเจนเหลว (Freezing  medium) 
 อาหารเล้ียงเซลล RPMI 1640 70 มิลลิลิตร 
 Fetal bovine serum  20 มิลลิลิตร 
 Dimethyl sulfoxide ( DMSO ) 10 มิลลิลิตร 
 ผสมใหเขากัน แลวนําไปแชท่ีอุณหภูมิ 0  องศาเซลเซียส (ใชงานขณะเย็นประมาณ 4 องศา
 เซลเซียส) 
 
8. การเตรียมสารละลายท่ีใชวิเคราะห BCA protein assay  
สารละลายโปรตีนมาตรฐาน 
 Bovine serum albumin (BSA) 1 มิลลิกรัม 
 น้ํากล่ัน    1 มิลลิลิตร 
 นํามาเจือจางท่ีความเขมขนตางๆ กอนนําไปวิเคราะห เพื่อทํากราฟมาตรฐาน 
BCATM  Reagent  A และ BCATM  Reagent  B ( BCATM  Protein Assay  Kit ของบริษัท PIERCE ) 
กอนใชผสม Reagent A : B ในอัตราสวน 50:1 
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9. การเตรียมสารละลาย สําหรับใชในการทําแอนติบอดีใหบริสุทธ์ิ 
1. 4 M NaCl  
 NaCl    233.76 กรัม 
 น้ํากล่ัน   1 ลิตร 

 
2. 0.1 M  citrate buffer, pH 6   4.5   3.5   และ 3 

citric acid  0.1  โมลลาร (M) 
Na2HPO4  0.1 โมลลาร (M) 
ไตเตรตกรดดวยดางจนได pH 6   4.5   3.5   และ 3  แลวจึงนําไปกรองดวย Millipore ขนาด 
0.22 ไมโครเมตร 

 
3. 0.1 M  Phosphate buffer, pH 8  

ช่ัง  NaH2PO4    13.8 กรัม  ละลายดวยน้ํากล่ัน  1000  มิลลิลิตร 
ชั่ง  Na2HPO4     35.8   กรัม  ละลายดวยน้ํากล่ัน  1000  มิลลิลิตร 
ไตเตรตดางดวยกรด จนได pH 8 แลวจึงนําไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22  

  ไมโครเมตร 
 

4. 1 M Tris HCl buffer, pH 9   
Tris (hydroxymethyl) aminomethane   121  กรัม  ละลายดวยน้ํากล่ัน 1000  มิลลิลิตร 
Hydrochloric  acid  (HCl)  1  M 

ไตเตรตดางดวยกรด จนได pH 9 แลวจึงนําไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22  
 ไมโครเมตร 
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10. การเตรียมสารสําหรับการทํา SDS-PAGE 
1. Stracking gel and Separating gel 

Reagent Stacking gel (5%) Separation gel (10%) 
Sterile distilled water (ml) 
40% Acrylamide gel (ml) 
1.5  M Tris , pH 8.8  (ml)  
1.0 M Tris , pH 6.8  (ml) 
10% SDS (ml) 
10% APS (ml) 
TEMED   (ml) 
final volume (ml) 

1.46 
0.25 

- 
0.25 
0.02 
0.02 

0.002 
2 

3.84 
2.0 
2.0 
- 

0.08 
0.08 

0.0032 
8 

 
2. Sample buffer 

 SDS     2 % 
60 mM Tris (pH 6.8) 
Bromophenol blue   0.01 % 
Glycerol   10 % 
beta-mercaptoethanol  10 % 
 

3. Running buffer(1X) 1 L 
Tris     3.02  กรัม 
Glycine               18.8  กรัม 
SDS    1.0    กรัม 
 

4. Coomassie brilliant blue (250 ml) 
Coomassie Brilliant blue R-250 0.25% 
Methanol    50% 
Acetic acid    10% 
 

5. Destaining solution (1 L) 
Methanol     5% 
Acetic acid   10% 
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