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Tetracycline (TC) is a broad-spectrum antibiotic used against a wide range of Gram-positive 
and Gram-negative bacteria. It is, Therefore, widely used to treat diseases in livestock and human. 
Since TC residue in livestock products can cause drug resistance in human, it is essential to detect its 
residue in the products. The aim of this work was to generate monoclonal antibodies against TC for 
uses in ELISA test kit development. TC conjugated to cationized bovine serum albumin was used as 
an immunogen to immunize five BALB/c mice. All mice responsed by producing antibodies against 
TC and gave antiserum titers 1:64000 to 1:512000. To generate hybridoma cell secreting antibody 
against TC, fusions of splenocytes and myeloma cells NSI were performed yielding three hybridoma 
clones, 7-C4, 12-3F and 5-9H, which produce monoclonal antibodies against TC. Isotype, sensitivity 
and specificity of monoclonal antibodies from these three clones were characterized. The isotype of 
these clones was IgG1, IgG2a and IgG1, respectively. Their sensitivities calculated as limit of detection 
were 2, 16 and 56 ppb, respectively. The monoclonal antibodies were highly specific to antibiotics in 
TCs group, oxytetracycline (OTC), chlortetracycline (CTC), doxycycline (DC) and rolitetracycline 
(RTC) ranging from 2 to 307% and did not cross react with other tested antibiotics. Thus, these 
monoclonal antibodies have a potential use in the development of an immunoassay-based test kit for 
detecting TC. 
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�����ก��!����/�(+-�$
���).�����
�1������ �(�
 $
�%ก� !� �ก� ����*-� ��+�$(
!/�ก����&�)&ก�0��������).$
���&�4

�� ���$�
���).
ก�
��/���ก�
��	
�)��
�
�1+������ก���,������0!� 7*��&������$�
�ก�/ก�����& ������������&�$
�)��)�
����8 ������ก�����). �(�
 $
�
+-� � � 
-��
& ��+�
-���*-�  ,�กก������), ������R��&��ก��&+���c �.�. 1993 
��),10������7���
�ก�
������$
���).0���6*� 4%  �����).���&����ก�
������  (Lee ����4�, 2001) ก��
�ก�
��$
�
+-����).�������3�45.���). �����ก���0�����
0��!3�����3�45.,�ก���).
�-
 ��,ก��$�
�ก�/ก��
��	
1����+�ก���1
$
��
0��!3� �)&6*�ก���ก�/ก��/+-���$
�(+-�ก��!��!/��l1���(+-��ก�&�0�/
  ,�ก
�����%/��ก���) ���$�
�������������
&��


��+����)�&���/3�� �������!/�&�ก����),��0ก���ก�
��
 �����������7���
$
����3�45.����������
�- ������0��������,�/�/
)���/
&���R�
��&���ก��
ก����)���`��4�% ,��
��10���&�4���������7���
�
��mn�
$
����3�54.�����,�ก���). �/
�ก� 
ก�
�&�
+-� ��0 �� � � ��� 
& 

��ก)�� 0.2, 0.6, 1.2, 0.4 ��� 0.1  ppm ��&���/�0 (ก����)���`��4�% , 
2550) ���$
����R��&��ก��/
ก���
/������&�4���

������%/�����&��6�ก�
���/
  ������0������7���

$
ก�
�&�
+-� ��0 ��� �� ��	
 2, 6 ��� 12 ppm  (Moats, 2000) /��
�-
,*�,����	
�
��&�ก����),)�������.
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������ก�
�� �����'�(�)
�$
�
+-����).�������3�45.���).ก��
ก�������ก$
�
���'�0���ก�� !/����)��

��&$(
)�`������&�/
)����+��� High Performance Liquid Chromatography (HPLC) (Pena ����4�, 2005; 
Zhenfeng ����4�, 2006; Wang ����4�, 2008) ��� Liquid Chromatography-Mass Spectrometry 
(LC-MS)/LC MS-MS) (Koesukwiwat ����4�, 2007;  Giannett ����4�, 2010) 7*��ก����),!/�)�`�
�����
�-��&��6�����&�4����ก�
���/
6�ก�
������&�
������ ������+���&+�&������1� $(
�)��
�
$
ก��
�����&��)����� ����
���������
�(���)(��$
ก��)�������. 
�ก,�ก
�-���&�(%/��),��0���$(
���กก�� ��)�`� 
colorimetric method !/��'�ก�����ก���ก�/�����)���
-�����/��0ก�0�������(
�/�ก�/�������ก����ก�
 &�
)�`�ก���&��%����ก ����6�ก $(
���� $�
���)/��}) ���&� 
�,��ก�/�+� �
�������0%���ก����&��)�&(��
�� ���
���&�4�����%/�����),��0�/
���
 
����� (��/�0 ppm) �&+������0ก�0)�`��+�
8 

������0���
��ก����),)�������.����ก�
��!/�$(
���กก��3�&��%
&ก�
 �(�
���
�� Enzyme-
linked immunosorbent Assay (ELISA) ��	
���
�����$(
ก�
�����ก)
�� )��$
ก����),������ก�
��$

���).���-���������3�45.,�ก���).���-��(Pastor-Navarro ����4�, 2007; Zhang����4�, 2007; Jeon ���
�4�, 2008) !/���������กก����),)�/��
���,
 !/�ก��$(
��
��0�/����,���1��ก�0��
���,
 7*��)�`�
�-
��	
)�`�ก�����������/ �)/��}) &��)�&�&�
������ ��&��6������ก�
�����&�4

���/
 ก����),��0!/�
)�`� ELISA 
�-��	
)�`�����&�$(
���+���&+����7�07
�
 ��&��6��),��0��)������0+-���

�/
��	
,��
)
&�ก�1+��
��	
ก����/ก�����)�����ก��
���,�
������),!/�ก��$(
���+���&+� �(�
 LC-MS ,*����$�
�

�%
$
ก��
��),���
�-�/�� ��)�����(%/��),��0 ELISA ���&�,���
��� �(�
 MaxSignalTM Tetracycline ELISA Test 
Kit $(
��),��0������7���
����ก�
��$
����3�45.���������8 ��&��6��),��0�)�&� 
& 

����������
�����%/6*� 0.1 ppb  

$
�#,,%0�
���������
��� 
�(%/��),��0 ELISA ,��
)
&�ก������0��),������ก�
�� 7*��&�
����������&�4 20,000 0�����(%/ ��&��6��),��)������/
���&�4 40 ��)����� /��
�-
ก��1��
�(%/
��),��0�����},���$(
���,*�(�)��/ก��
��� 
�(%/��),��0,�ก�����������/
 7*��ก�������&(%/��),��0

�-
 �
��&�ก�������&��
��0�/�7*����	
���.���ก�0���ก ��(%/��),��0 /��
�-
!���ก��
�-,*�&�
)��6%������.�1+������!&!
!��
����
��0�/� ���&��)�&,���1��������������7���
 (TC) ������0ก��
��
����
��0�/�$
���!&!
!��
����
��0�/�
�- �
+���,�ก��&��6����!&!
!��
����
��0�/��/
$

���&�4�&�,��ก�/ ���&��%43�1�&�����&� 7*������,�กก������$
����001���!��
����
��0�/����6*��&

,�&� �-
��
ก�����������&��%����ก �����&��6�����/
���&�4,��ก�/ ���&��%43�1�&��&�����&� *-
����ก�0
���).�/��� !/�!&!
!��
����
��0�/�����/

�-��&��6
����$(
$
ก��1��
���	
(%/��),�����
�ก�
��������7���
!/�$(
)�`� ELISA ����� 
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1.2  ������������ 

�1+����������*ก����ก�4��&0��� ��!&!
!��
����
��0�/����������7���
 
 
1.3  �������	�����  

1.  �

�)
�����)0�)& 
�&������ก���) 
��ก�0��
)�,�� 
  2.  �����&��
���,
���$(
$
ก��l�/ก���%

3�&��%
&ก�
�
� 

3.  l�/ก���%

��003�&��%
&ก�
 ���
�$�
��
����
��0�/����������7���
 
4.  ���&�)&�7��.�����/��+�ก�7��.��0��!/&������
��!&!
!��
����
��0�/���������

�7���
  
5.  �*ก����ก�4��&0����0+-���

 ��!&!
!��
����
��0�/�����/
 

 
1.4  ���" #������	$�%	��&$'��� 

 �/
!&!
!��
����
��0�/����������7���
������0��ก�4��&0��� ��!&!
!��
��
��
��0�/�����/
 
 
 
 
 
 
 
 



����� 2 

ก�	
��	�
������������������
������ก�������� 
 

2.1.  ����������� !� 
 

2.1.1  ����	
��ก��กก	���ก������	�ก��������	������ 

���ก���	
�����
���� (Tetracyclines; TCs) 
 !����"#$%���&'(�
)*$+,-.++ก/"0�1,�23
ก2.�3"4���567�"#
�#5"8(36ก�	72ก6�96ก�	�7 ���,�ก���	�#(%���&'(�	�:�ก
;*(+��,���9ก<� 
Streptomyces ����826�ก"#$�.�)7�*+��+
�����
���� (Chlortetracycline; CTC) �.�)7,� B �.D. 1048 
IJ565ก�J.:�ก
;*(+ Streptomyces aureofaciens +#ก 2  B��+	�กL�.�)7++ก
�
�����
���� 
(Oxytetracycline; OTC) IJ565ก�J.:�ก
;*(+ Streptomyces rimosus ��+	�,� B 1952 ��	��Q%������ก���	
�#(,��< ก'$3�83
���9-R&'(�	��J. IJ5ก��J'3
+�+9�+	&+3��+�#�++ก:�ก CTC ���"#$%����J.,-	��#(:9

�#5ก2��
�����
���� (Tetracycline; TC) 
-	*+�;*$+ก���	��� ,� S::�78��#(�J.	#ก��%������,�ก���	�#(�82
,-	�&'(�	�,;.+#ก-��5�82 �J.6ก�J+ก
#�
���� (Doxycycline; DC) J#	#��+�
���� (Demechlocycline; 
DMC) 
	0��
���� (Methacycline; MC) 6�9I���
�����
���� (Rolitetracycline; RTC) (ก	�;85 ��32�
��;��	, 2547) 

ก��กก����ก������������ ก�!"# TC ��#��&'ก�(�()*��+,-- (.� /0 
1) Active chelation &+3�+++�72ก (cation) IJ5:9� 
ก�9ก876	ก�#

#5	 6	3ก��#� 6�9

6��

#5	 58758(3ก��
ก�J oxidative phosphorylation ,��	I��+�
J�#5&+3

��R���3ก�5
�8�2R 

2) 58758(3�977
+��
	R"#$:4�
 !� IJ5 CTC :958758(3
+��
	R organic nitroreductase &+3


��R67�"#
�#5 

3) &8J&2�3ก����.�3I ��#�&+3

��R67�"#
�#5"#$ก4��83
:��_67�3

��R 
'$3
 !�ก��++ก/"0�1
"#$�4��8_&+3���ก���	�#( IJ5:9� 
ก�9ก87��2� ��I7I
	5�+5 50s &+3 70s ��I7I
	 
&+3
;*(+67�"#
�#5 � &8J&2�3ก��&�5.�5ก�J+9	�I� :�ก aminoacyl t-RNA � 583��2�
)+��
  �"JR "4�,-.67�"#
�#5-5�Jก��
:��_6�967�3

��R (bacteriostatic) 
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��-'�1ก����ก������������ ก�!"# TCs ,-"���ก�()(.� /0 
1) ++ก/"0�123ก2.�3 (broad spectrum) ��+
;*(+67�"#
�#5"8(36ก�	72ก6�96ก�	�7 IJ5���

:9� ++ก/"0�1587583ก��
:��_6�967�3

��R&+3
;*(+67�"#
�#5 IJ5:9++ก/"0�1�J.J#��+

;*(+67�"#
�#56ก�	72ก	�กก2��
;*(+67�"#
�#56ก�	�7 IJ5
;*(+67�"#
�#5"#$�2��+���,�
ก���	�#(�J.6ก� β-hemolytic Streptococci, nonhemolytic Streptococci, Clostridium, 
Brucella, Hemophius 6�9 Klebsiella 

2) ++ก/"0�1"4���5 pathogenic agent 7�3;��J"#$��� f�;#2�9;��J+*$�"4���5�	��J. 
;�� 
Rickettsiae, �2�8�&��J,-_� 
;�� Psittacosis ,��8�2R 6�9 Lymphogranuloma 
venereum ,��� 

3) ++ก/"0�1"4���5
;*(+ Mycoplasma, Spirochete 6�9 Actinomycetes 
4) Q.�,-. ��	�j�<3k:9++ก/"0�1"4���5
;*(+I �I�
82�J. 

 �21�34����)�����'4#/ �.ก567 ,�7�#-.1�������� ก�!"# TCs 

���"�ก�82,�ก���	 TCs :9	#I��3��.�3-�8ก"#$
-	*+�ก8��*+ hydronapthacene skeleton 
-�*+
�#5ก2�� Tetracycline nucleus J83�< "#$ 2.1 

 

�< "#$ 2.1 �<��I��3��.�3"�3
�	#&+3���,�ก���	 TCs 

 

 

NH2

O

N(CH3)2

OOOH

OHCH3

OH
OH

OH

NH2

O

N(CH3)2

OOOH

OHCH3

OH
OH

OH

OH

Tetracycline (TC) Oxytetracycline (OTC) 
 

NH2

O

N(CH3)2

OOOH

OHCH3

OH
OH

OH

Cl

Chlortetracycline (CTC) 

NH2

O

N(CH3)2

OOOH

CH3

OH
OH

OH

OH

Doxycycline (DC) 
)                                          

NNH

O

N(CH3)2

OOOH

OHCH3

OH
OH

OH

Rolitetracycline (RTC) 
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��� TCs ,��< %3%�'ก:9	#�#
-�*+3 �	�	#ก��$� 6�9	#��&	
�Lก�.+5 
กL7�2.�J.��� ���
ก���	�#(,��< 
 !�
7�:9�9��5�(4��J.
�Lก�.+5"#$ pH 7 �9��5�J.
)#53 0.25-0.5 	����ก�8	��+�(4� 1 	�������� 
���,�ก���	 TCs :8J
 !� amphoteric compound ��	��Q
ก�J
 !�
ก�*+ก87ก�J-�*+J��3 
;�� ก��
ก�J
ก�*+
ก87ก�J�mIJ���+��ก 
ก�*+&+3���ก���	�#(:9��	��Q�9��5�(4��J.J# ���ก���	 TC ,��< 
ก�*+�mIJ���+
��JR	8ก��5	,-.ก��,��< 6� 
<� 6������#(:9
ก�J
 !���� �9ก+7I�-9
;�3
.+�ก87 chelating agent 6�9
�+++�&+3I�-9
;�� 6��

#5	 6	ก�#

#5	 6�9
-�Lก :'3+�:
ก�J��� �9ก+7
;�3
.+�"#$�	���	��QQ<ก
J<J
'	,�"�3
J��+�-���J. /"0�1&+3���"#$,-.ก��:'3&'(�ก87�����2�"#$�	�:87ก87�+++�&+3I�-9
�*$+3:�ก
:9Q<กJ<J
'	
&.��<����3ก�5IJ5��3 ��	 ก�� pH &+3"�3
J��+�-��6�9 pKa &+3���ก���	�#(
-	�9�4�-�87
ก��"#$���:9Q<กJ<J
'	
&.�� ++ก/"0�1,����3ก�5 (ก	�;85 ��32���;��	, 2547) 

8�5���+�1ก4)�� TC 

ก��
ก�Jก���ก�.�3&+3��� TCs ,�%���n8joR+�-�����3k,��9J87�.+5ก2�� 1 	����ก�8	
��+���� (ppm) :9�	�
ก�J%�
p#57)�8���+%<.7��In� 6��+�:"4�,-.
ก�J+8����5��+��&n�)&+3%<.7��In��J.,�
�9595�2 
�*$+3:�กก��"#$����ก�.�3,�
�*(+�8�2R6�9%���n8joR:�ก�8�2R"#$7��In�
&.�� 	# ��	�j�.+5�	�
Q'3ก87&��J"#$,;.�8กq�I�� :'3�	�"4�,-.
;*(+I��"#$	#,����3ก����56��ก�87"4�,-.
;*(+I���8(� �87�826�9J*(+
��+5� "4�,-.
ก�J S_-�ก���8กq�I��,�n�5-�83�J. 6�9Q.���2:)7,��9J87 5-7 	����ก�8	��+���� +�:"4�

ก�J+8����5��+���3ก�5&+3%<.7��In��J.IJ5
p)�9,�%<. r25I��
7�-2��-�*+%<."#$	#n<	���.	ก8�7ก)��+3 IJ5
:9��	��Q"4���5 normal flora :�"4�,-.
ก�Jก����J
;*(+6"�ก
.+�:�ก
;*(+�� 6�967�"#
�#5+*$�k "4�,-.	#
+�ก��".+3
J�� 	#�&.:�ก
;*(+ Staphylococci 
ก�Jก����J
;*(+�� Candida albicans ,�;�+3 �ก �4��+ ;�+3
��+J -�*+"�3
J��+�-�� 	#%���+ก�9J<ก6�9tS� IJ5 TC :9� :87ก876��

#5	"#$ก�9J<ก6�9tS� 58758(3
ก��
:��_&+3ก�9J<ก6�9tS� ���"#$
ก�97��
2jtS�:9"4�,-.tS�	#�#�(4����6�9
	*$+Q<ก6�3�#�(4����:95�$3
&.	
&'(� 
�*$+3:�ก���ก���	�#(��	��Q%����ก�J. J83�8(�Q.�,;.&j9�8(3���nR:9"4�,-.tS��(4��	&+3"��ก	#�#
�(4����6��:9�	�	#%�ก87tS�6". �+ก:�ก�#(��� TCs "�ก;��J583"4�,-.%�2-�836).��+6�3 %�2�-	. 6�9�<.�'ก;�
7��
2j"#$Q<ก6�3
 !��.� ( ��__� 	��28�J�1, 2550) 

     2.1.2.  �	���	��	��� !�ก�"	#ก���� TCs 

 ��	 �9ก�Dก�9"�23��0��j��& (p787"#$ 303) ).D.  2550 
�*$+3 +�-��"#$	#5��8�2R�ก�.�3 �J.,-.
��5�	�4�2�� +��.1=> -	�5�2�	2�� ���,Jk"#$,-.6ก��8�2R"#$,;.
 !�+�-���4�-�87	��q5R 
;�� �8�2R"#$,-.
�*(+
-�*+�	 �8�2R Bก �8�2R�(4�6�9%'(3  
)*$+28�Q� �9�3�R,�ก���8กq�  u+3ก8� -�*+2���:p85I�� -�*+
)*$+
28�Q� �9�3�R,�ก��
 �#$5�6 �3"�3��#�9-�*+)/��ก��	&+3�8�2R�8(�  +��.1=>1ก4)��  -	�5�2�	2��  5�
�8�2R"#$
 !���� �9ก+7�8(3�.� (Parent drug) ���,�ก�972�ก����.�36�9���5&+3�8�2R (Metabolite)  
6�9���+*$�"#$ �	�ก875��8�2R (Associated impurities)  ��*���/?#/+��.1=>1ก4)��  -	�5�2�	2��  ��2�&+3

�*(+
5*$+ +28529-�*+%���%�&+3�8�2R"#$7��In��J. 
'$3)75��8�2R�ก�.�3 
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����3"#$ 2.1   ��	�j5��8�2R�ก�.�3ก���	 TCs �<3��J"#$+��_��,-.��2:)7�J.,�+�-�� (Maximum    
Residues Limits, MRLs)  

 
;��J&+35��8�2R�ก�.�3 ; �� J & + 3

�8�2R 
;��J&+3
�*(+
5*$+ -�*+ 
%���%�&+3�8�2R 

 ��	�j�ก�.�3�<3��J 
( � 	 I � � ก �8 	 �� +  1 
ก�I�ก�8	  -�*+��+ 1 
����&+3�(4��	) 

��+
�����
����/++ก
�
����
�
����/
�����
���� ,��< &+3
��+
�����
����/++ก
�
����
�
����/
�����
���� +5��3-�'$3
+5��3,J  -�*+%��2	&+35�"8(3 3 
;��J (Chlotetracycline/ 
Oxytetracycline/Tetracycline, 
single or in combination) 

I� 
I� 
I� 
I� 

��ก� 
��ก� 
��ก� 
6ก9 
6ก9 
6ก9 
6ก9 

�8�2R Bก 
�8�2R Bก 
�8�2R Bก 
�8�2R Bก 
 ��* 

ก�.3ก���J4�* 

ก�.�	
�*(+ 
�87 
�� 

�(4��	 
ก�.�	
�*(+ 

�87 
�� 

ก�.�	
�*(+ 
�87 
�� 

�(4��	 
ก�.�	
�*(+ 

�87 
�� 
�&� 

ก�.�	
�*(+ 
ก�.�	
�*(+ 

 

200 
600 

1,200 
100 
200 
600 

1,200 
200 
600 

1,200 
100 
200 
600 

1,200 
400 
200 
200 

"#$	� :  �9ก�Dก�9"�23��0��j��& (p787"#$ 303) ).D.  2550 
�*$+3 +�-��"#$	#5��8�2R�ก�.�3 

-	�5
-��   * ++ก
#
�����
���� ;��J
J#52 

      2.1.3.  
�����(�
��
����)�*� 

2.1.3.1   6+���
:� (Antigen, Ag)    

 IJ5"8$2� 6+���
:� -	�5Q'3  ��$36 �ก �+	"#$6�ก���3:�ก���3ก�5 (non-self)  6�9���3ก�5
ก�J
ก���+7��+3��+��$3�8(�  �82+5��3&+36+���
:�
;��  :��;#) -�*++3�R �9ก+7&+3:��;#) I ��#� ���
�	# 
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�ก�I�I ��#� 6�9+��n���2�8� 
 !��.�  6+���
:�"#$�	7<�jR:9	#��j�	78���4��8_  2  �9ก�� �*+ 
�2�	��	��Qก�9��.�,-.
ก�Jก���+7��+3��+n<	���.	ก8� 
�#5ก2�� immunogenicity ก���2�*+����8(�:9
��	��Qก�9��.�,-.
ก�Jก����.�36+���7+J# 6�9ก�9��.�ก��"4�3��&+3 T lymphocyte +5��3:4�
)�9"#$

�#5ก2�� sensitized T lymphocyte  ,���j�	78���#(:'3	8ก,;.�4�2�� immunogen 6"�6+���
:�J.25  
��j�	78��"#$�+3�*+ �2�	��	��Q&+3���"#$:9"4� f�ก���5�+5��3:4�
)�9ก87n<	���.	ก8�"#$Q<กก�9��.� 
;�� "4�
 f�ก���5�+5��3:4�
)�9ก876+���7+J# 6�9-�*+ sentitized T lymphocyte  
�#5ก2��	#  specific reactivity  ก��
"#$���"4� f�ก���5�:4�
)�9J83ก���2��5	,;.�4�2�� 6+���
:� 

 6+���
:�
 !�������3k "#$:9	#I��3��.�3:4�
)�9,� 1 I	
�ก��:9	#��2�"#$:4�
)�9-�*+-��255�+5k 
"#$��	��Q"4� f�ก���5�+5��3:4�
)�9ก876+���7+J#-�'$3k  -��255�+5k7�I	
�ก��&+36+���7+J#�#( 
�#5ก2�� 
epitope -�*+ antigenic determinant IJ5"8$2� 6�.2 epitope :9 ��กf+5<�J.���+ก&+3I	
�ก��  J83�8(�
6+���
:� 1 I	
�ก��+�:"4� f�ก���5�:4�
)�9��+6+���7+J#-��5;��J&'(�+5<�ก87:4��2� epitope "#$6�ก���3
ก8�7�I	
�ก��&+36+���
:�-�'$3k (�< "#$ 2.2  6�9 2.3 )  (ก/qj�  :��5�)<�, 2552) 

 

 

 

 

 

 

�< "#$  2.2  epitope -�*+ antigenic determinant 7�6+���
:�  6+���
:��#(	# epitope "#$6�ก���3ก8� 3  
                   ;��J  :9��	��Q"4� f�ก���5�ก876+���7+J#"#$:4�
)�9&+36���9 epitope :'3	#6+���7+J# 3   
                   677��+6+���
:��#(  (ก/qj�  :��5�)<�, 2552) 
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�< "#$ 2.3   �82+5��3 epitope  ��กz,��2�8� Q.��4���2��+ก&+3�2�8�
'$3
 !��ก�I�I ��#�:9)72�� 
                   6+���
:���2��#( �9ก+7J.25 epitope 6�ก���3ก8�-��ก-��5 epitope 

6m 
"� (Hapten) 

 Hapten -	�5Q'3 ���"#$	#&��J
�Lก �(4�-�8กI	
�ก���.+5�	���	��Qก�9��.�n<	��.��"���J. 6��
��	��Q"4� f�ก���5�ก876+���7+J#�J. �8$��*+	#��j�	78�� specific reactivity  6��&�J��j�	78�� 
immunogenicity �825��3
;�� 5�6�9m+�RI	�  +5��3��กL��	���
-����#(-�ก�4�� �2	ก87���+*$�k"#$"4�
-�.�"#$
 !� carrier กL:9��	��Qก�9��.�ก���+7��+3&+3n<	���.	ก8�-�*+ก�9��.�ก����.�36+���7+J#�J.  
carrier "#$,;.	8ก
 !�I ��#�"#$	#&��J,-_� "4�-�.�"#$
�	*+�
 !�6+���
:�I	
�ก��&��J,-_"#$	# hapten 

-����8(�
 !�+3�R �9ก+7��.�5ก87
 !�  epitope  -�'$3k 7�I	
�ก��&+36+���
:� :�กก��D'กq����"#$

 !� hapten  
	*$+p#J,-.ก87�8�2R"J�+3)72��ก��,-. hapten 
)#53�4�)83 �	�	#ก���+7��+3��+ก����.�3
6+���7+J#&j9"#$
	*$+,-. hapten %�	ก87 carrier :9��	��Q��2:)76+���
:�"#$"4� f�ก���5�ก87 hapten �J. 
��2	ก876+���
:�"#$"4� f�ก���5�ก87 carrier 6�96+���7+J#"#$"4� f�ก���5�ก87"8(3 hapten 6�9 carrier J836�J3
,��< "#$  2.4  

 

 

 

 
 
�< "#$ 2.4   �4�6m 
"� (dinitropheno, DNP) 5'J��Jก87 carrier 
;�� Bovine serum albumin (BSA)  p#J   
                  ,-.ก87ก�9���5 6�9��2:6+���7+J#"#$ก�9���5��.�3&'(� :9)76+���7+J# anti-BSA, anti- 
                   DNP 6�9 anti-DNP/BSA  (ก/qj�  :��5�)<�, 2552) 
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2.1.3.2  6+���7+J# (Antibody) 

6+���7+J#-�*++�		<I�Iก�7<��� (immunoglobulin; Ig) 
 !�I ��#�"#$"4�-�.�"#$:87ก87
6+��� 
:���37�� 
2j:4� 
)�9&+3I	
�ก��6+��� 
:�"#$ 
�#5ก2��+�)�I"  (epitope) ��.�3:�ก 

	LJ
�*+J&�2;��J7#-��	It�
�R"#$ 
 �#$5�6 �3� "4�-�.�"#$-�8$36+���7+J#
�#5ก2��)���	�

��R 
6+���7+J#"#$-�8$3
&.��<.ก�96�
�*+J:9"4�-�.�"#$
 !��82:8ก��4��8_&+3�977n<	���.	ก8�677-�8$36+���7+J# 
(humoral immunity) 

I��3��.�3&+36+���7+J# (�< "#$ 2.5) 	#I��3��.�3 |	n<	� �9ก+7J.25I ��#���5�8(� 
(L chain) 6�9I ��#���55�2 (H chain) "#$ก�J+9	�I�"�3J.�� ��5+9	�I� (N terminal)  �9ก+7J.25
ก�J+9	�I� 100-110 -��25"#$	#�2�	6 � �2�	�ก
�#5ก2��7��
2j6 � �2� (variable region; V) IJ5:9
6�ก���3ก8�,�6+���7+J#6���9;��J
'$3:9
 !�7��
2j"#$:87ก876+���
:� ��2�7��
2j"#$
-�*+
 !�7��
2j

�3"#$ (constant region; C) 
'$3	#�2�	6�ก���3ก8���	;��J&+3I ��#� 
'$3,���5�8(�	# 2 ;��J
 !� κ -�*+ 

λ ��55�2
 !�;��J µ, γ, α, δ -�*+ ε I��3��.�3"���5n<	�&+36+���7+J#
ก�J:�กก��)87"7ก8�� 	�&+3
��5
) �"JR677 β-pleated sheet 
�Q#5�n�)&+3I��3��.�3�#(
ก�J:�ก)8�09�mIJ�
:�6�9)8�09�J

8��tJRn�5,���5"#$
;*$+	�9-2��3��5
) �"JR"#$)87� 	� 
'$3��5
) �"JR	.2�"87
 !�I��3��.�3���5n<	�
+8J6���
 !�ก.+� (globular domain) 6�9��2�&+3IJ
	�"#$+8J6���
 !�ก.+����3k&+3��5�8(�6�9��55�2
+5��3�9 2 ��5�2	ก8�
 !�I��3��.�3:���n<	�
'$3 �9ก+7ก8�
 !�7��
2j"#$:876+���
:��J.+5��3:4�
)�9 
6�96�J3 f�ก���5�"�3;#2n�)�J.  

�+I
�" ~ (isotype) -�*+���� (class) &+3 Ig ;��J���3k �J.6ก� IgG, IgA, IgM, IgD 
6�9 IgE 
ก�J:�ก�2�	6�ก���3ก8�,���2�&+3�4�J87ก�J+9	�I�,���2�&+3I ��#���55�27��
2j�3"#$ 
(����3"#$ 2.2) "4�,-.6+���7+J#	#I��3��.�3 (�< "#$ 2.6) 6�97"7�"ก��"4�3��6�ก���3ก8��  IJ57"7�"
ก��"4�3��&+36���9�+I
�" ~
ก�J:�ก f�ก���5��9-2��3��2�&+3I ��#���55�2ก87+3�R �9ก+7���3k

&+3I ��#�,�
#�8	-�*+�82�877�%�2

��R ,�-�<
	��R (mouse) I ��#���55�2;��J γ ��	��Q67�3

++ก
 !� 4 ก���	5�+5 (subclass) �J�6ก�  γ1, γ2a, γ2b 6�9 γ3 
ก�J 
 !� 
�+I
�" ~ IgG1, IgG2a, IgG2b 6�9 IgG3 ��	�4�J87 
'$3:96�ก���3ก8���3&��J&+3&.+)87 :4��2� 6�9
�4�6-��3&+3)8�09�J
8��tJR (disulfide bond) n�5,���5�9-2��3I ��#���55�2 (�)D�� ��"0�ก�ก��, 
2548) 
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�< "#$ 2.5 I��3��.�3&+36+���7+J# (�)D�� ��"0�ก�ก��, 2548) 

����3"#$ 2.2   +3�R �9ก+7&+3I ��#���5�8(�6�9��55�2&+3 Ig �+I
�" ~���3k 
 

�+I
�" ~ ��55�2 ��5�8(� ก���	5�+5 �<��I	
�ก�� 

IgG γ κ -�*+ λ 
,�	��q5R γ1, γ2, γ3 -�*+ γ4 

,�-�<
	��R γ1, γ2a, γ2b -�*+ γ3 

γ1κ2 

γ1λ2 

IgA α κ -�*+ λ α1 -�*+ α2 

(α2κ2)n 

(α2λ2)n 
n = 1,2,3 -�*+ 

4 

IgM µ κ -�*+ λ �	�	# 
(µ2κ2)n 

(µ2λ2)n 
n = 1 -�*+ 5 

IgD δ κ -�*+ λ �	�	# 
δ1κ2 

δ1λ2 

IgE ε κ -�*+ λ �	�	# 
ε1κ2 

ε1λ2 
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�< "#$ 2.6 I��3��.�3IJ5"8$2� &+36+���7+J#"8(3 5 �+I
�" ~ (�)D�� ��"0�ก�ก��, 2548) 

      2.1.4.  ก	�,���
����)�*� (Antibody Production) 

 ก��%���6+���7+J# ,���$3	#;#2��:9
��$	:�กก��"#$���3ก�5�J.�87��$3ก�9��.�"#$
�#5ก2��  6+���
:� 
:�ก�8(�ก�972�ก��"�3n<	���.	ก8�&+3���3ก�5:9"4�ก���+7��+3��+6+���
:��8(�  ก���2�*+ 6+���
:�
:9ก�9��.� B-cell  "#$:4�
)�9��+6���9 epitope 7�6+���
:�)�.+	ก8�-��5k 

��R-�*+-��5kI��� 
(clone)  6+���7+J#"#$��.�3&'(�:�ก-��5I��� 
'$3	#�2�	:4�
)�9��+-��ก-��5 epitope :9
�#5ก2��  )+��
I���+�6+���7+J# (polyclonal antibody) (�< "#$ 2.7)  +5��3��กL��	ก����.�36+���7+J#
)*$+,;.,�
3��2�:85-�*++*$�k  ��	��Q��.�36�9�8J
�*+ก6+���7+J#"#$��.�3:�กI���
J#52-�*+:4�
)�9��+ epitope 
-�'$3k &+36+���
:�  
'$3:9"4�,-.6+���
:��8(�	#�2�	:4�
)9�<3  
�#5ก6+���7+J#�#(2�� I	I�I���+�
6+���7+J# (monoclonal antibody) 

 2.1.4.1  ก��C��18���34� ��,� 1�-�(/ 

  ก��%���)+��I���+�6+���7+J#-	�5Q'36+���7+J#"#$%���:�ก 7#-

��R -��5kI��� 

'$3�+7��+3��+6+���
:�-��ก-��5 epitope "4�,-.6+���7+J#%�	ก8�+5<�-��5;��J"#$:9:876+���
:��J.
-��5 epitope ก��%���)+��I���+�6+���7+J#��+6+���
:� X  +�:%���,��8�2R"J�+3 
;�� ก�9���5 	.�  
6�96ก9 IJ56+���7+J#"#$%���:�กก�9���5:9
�#5ก2�� rabbit anti-x antibody  6+���7+J#"#$%���:�ก	.�

�#5ก2�� horse anti-x antibody  
 !��.�  &8(��+�ก��%���)+��I���+�6+���7+J#
��$	:�ก
��#5	6+���
:�
��	�.+3ก�� :�ก�8(�p#J6+���
:�,-.ก87�8�2R"J�+3"#$�.+3ก��6�9�+
2��ก����.�36+���7+J# :�ก�8(�p#J
ก�9��.�
(4� 
)*$+,-.��.�36+���7+J# ��	�j	�ก"4�ก��
:�9
�*+J�8�2R"J�+3 6�9 S��
กL765ก
#�8	
กL7�2.,;.
3����+�  (�< "#$ 2.7) (ก/qj�  :��5�)<�, 2552) 
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�< "#$ 2.7  6+���
:�"#$ �9ก+7J.25 epitope 4  677 -�ก%���677)+��I���+�6+���7+J# :9�J.
#�8	"#$ 
                  	#�2�	:4�
)�9��+ epitope "8(3 4  677 ��2�I	I�I���+�6+���7+J#:9�J.6+���7+J# 
                 :4�
)�9��+ epitope -�'$3k 7�6+���
:� 

2.1.4.2 ก��C��13#3 34� ��,� 1�-�(/ IJ5,;.-�8กก�� somatic hybridization 

ก��,;.ก�972�ก��"�3
�	#
)*$+65กI	I�I���+�6+���7+J#++ก:�ก)+��I���+�
6+���7+J#"4��J.5�ก	�ก 6��,� B �.D.1975 George Kohler 6�9 Cesar Milestein -�6�2"�3,�ก��
��#5	
I	I�I���+�6+���7+J#�J. 
'$3�J.ก��5
 !�
"�I�I�5#"#$�4��8_"�3n<	���.	ก8� :�กก���4�7#-

��R"#$Q<ก
ก�9��.�J.256+���
:�"#$�.+3ก��	��2	ก87

��R	9
�L3&+3)���	�

��R-�*+	85+#I�	�

��R (myeloma 
cell) ก��5
 !�

��R�<ก%�	-�*+�m7��IJ	� (hybridoma) 
'$3	#��j�	78��,�ก��67�3

��R�J.+5��3�	�:4�ก8J
&+3

��R	9
�L3��	��Q��.�36+���7+J#�J. "4�,-.��	��Q%���I���&+3�m7��IJ	�"#$��	��Q��.�3
6+���7+J#�J.:4��2�	�ก6�9�	�:4�ก8J ��	�j 
"�����#(:'3
 !�
"����"#$	#D8ก5n�)�<36�9,;.,�3�����3k
�J.+5��3ก2.�3&2�3 "4�,-. Kohler 6�9 Milestein �J.�87��328�I�
7�,� B �.D.1984 (�)D�� ��"0�ก�ก��, 
2548) 
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&8(��+�ก��%���I	I�I���+�6+���7+J#
��$	:�ก  �4�7#-

��R:�ก�8�2R"#$Q<กก�9��.�
n<	���.	ก8�J.256+���
:�"#$�.+3ก��,-.��.�36+���7+J#	�;8ก�4�,-.
ก�Jก��-�+	�2	ก87

��R	85+#I�	�IJ5
ก��,;.I)�#
+"#�#��ก��+� (polyethylene glycol; PEG) (�< "#$ 2.8) ,�"�3 f�78���	���	��Q-�+	�2	
"�ก

��R
)*$+%����m7��IJ	��J."8(3-	J :'3	#"8(3

��R"#$-�+	�2	ก8�
+3 �	�-�+	�2	ก8� 6�9�m7��IJ	�
"#$�	��.+3ก�� 9 �+5<�:4��2�	�ก J83�8(�:'3�.+3	#ก���8J
�*+ก,-.	#
)#536��

��R�m7��IJ	�
"���8(�"#$
��	��Q+5<��+J�J. IJ5ก��,;.

��R	85+#	�"#$Q<ก"4�,-.	#�2�	7ก)��+3&+3
+��
	R hypoxanthine-guanine 
phosphoribosyl transferase (HGPRT) 6�9 thymidine kinase (TK) "#$
ก#$52ก87ก�972�ก���83
���9-R��
2��#I+�"JR,� Salvage pathway (�< "#$ 2.9) 
'$3
	*$+�4�

��R"#$%���ก��-�+	�2		�
�#(53,�+�-��
�#(53


��R HAT  
'$3	# hypoxanthine, aminopterin 6�9 thymidine %�	+5<� aminopterin :9� &8J&2�3 de novo 
pathway 
'$3
 !�+#กก�972�ก��)*(�|��,�ก����.�3��2��#I+�"JR ��2� hypoxanthine 6�9 t thymidine 
"4�,-.

��R��	��Q
:��_
��7I��J.IJ5,;. Salvage pathway J83�8(�

��R	85+#I�	�"#$�	�-�+	�2	-�*+
-�+	�2	ก8�
+3"#$&�J
+��
	R HGPRT 6�9 TK :9��5,�+�-��
�#(53

��R HAT 
)��9�	���	��Q,;. 
Salvage pathway ,�ก���83
���9-R��2��#I+�"JR�J. :'3	#
)#53

��R"#$
 !��m7��IJ	�
"���8(�"#$	#;#2���+J 
��2�7#-

��R-�*+

��R+*$�"#$�	�-�+	�2	ก8�-�*+-�+	�2	ก8�
+3:9	#;#2���+J
)#53�959�8(�k6�9:9
��5� 
+3 
	*$+�J.

��R�m7��IJ	�6�.2:4�
 !��.+3	#ก���8J
�*+ก

��R"#$��.�36+���7+J#"#$:4�
)�9��+
6+���
:�"#$�.+3ก�� 
�*$+3:�ก�m7��IJ	�7�3

��R
"���8(�"#$%���6+���7+J#:4�
)�9��+6+���
:�"#$,-.6ก�
�8�2R"J�+3 �m7��IJ	�:4��2�	�ก%���6+���7+J#"#$:4�
)�9��+6+���
:�+*$�k"#$�	��.+3ก��:'3:4�
 !��.+3
�8J++ก 2�0#"#$,;.�8J
�*+กIJ5"8$2�  �J.6ก� ELISA 6�9 immunoassay ���3k 

-�83:�ก��	��Q)��<:�R"��72���J.�m7��IJ	�"#$	#�2�	:4�
)�9"#$�.+3ก��6�.2 :4�
 !��.+3
"4�ก��I���
(4� (reclone) 
)*$+,-.6��,:2��

��R�8(�	#�.�ก4�
��J	�:�ก

��R
J#52:��3 6�9&5�5
)�$	:4��2�

)*$+%���I	I�I���+�6+���7+J# ��	�j"#$�.+3ก����+�  
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�< "#$ 2.8   &8(��+�ก��%���I	I�I���+�6+���7+J#,�-�<"J�+3 

  
 


�#(53,�+�-��
�#(53

��R HAT 



��R�m7��IJ	� 


��R:�ก	.�	 

��R	85+#I�	� 

PEG 

	#;#2�� 

(HGPRT+, TK+) 
 

��5
+3��	0��	;��� 
(HGPRT+, TK+) 

��5
�*$+3:�ก
�#(53,� HAT 

(HGPRT-, TK-) 
 

"J�+7ก����.�36+���7+J# 
 

"4�,-.
 !�

��R
J#$52 
 

6;�6&L3,���I��
:�
-�2 
 %���6+���7+J#,�+�-��
�#(53

��R 

 

6+���
:� 
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�< "#$ 2.9   6�2"�3ก���83
���9-R��2��#I+�"JRIJ5,;. De Novo 6�9 Salvage pathway 
                              (�)D�� ��"0�ก�ก��, 2548) 

 
2.2  ��ก
�	��������
������ก�������� 

Faraj 6�9 Ali (1981) �J.%���6+���7+J#��+ TC IJ5"4�ก��
;*$+	 TC-HCl 
&.�ก87 BSA 
IJ5 f�ก���5� Mannich 6�.2p#J
&.�ก�9���5 -�83:�ก�8(��4�)+��I���+�6+���7+J#"#$�J.	���2:28J��� 
TC IJ5,;.2�0# radioimmunoassay (RIA) IJ5,;.�826&�3&8�"#$
 !� [3H]TC )72����	��Q��2:�+7��� TC 
�J. IJ5	#���&#J:4�ก8J,�ก��28J 6�9����2�	
&.	&.�&+3���"#$"4�,-.
ก�Jก��58758(3�J�3 50 
 +�R

L��R (50% 
of inhibition concentration; IC50) 
"��ก87 1 6�9 7 ��I�ก�8	��	�4�J87 ��	��Q
ก�J f�ก���5�&.�	ก87  OTC 
6�9 CTC 
"��ก87 10 6�9 39 
 +�R

L��R ��	�4�J87 �4�� ��2:�+7 TC ,��82+5��3)���	�6�9 S���29
&+3���8&)72��	# %recovery +5<��9-2��3 90 Q'3 95 
 +�R

L��R 

Lee 6�9�j9 (2001) ,;.;�J��2:�+7 ELISA ,�ก����2:�+7���
�����
���� TC, 
OTC 6�9 CTC "#$�ก�.�3,�)���	�&+3��ก�"#$583	#;#2��+5<�
)*$+"4���5���
-����#("#$:9�ก�.�3+5<�,�
�*(+
5*$+ 
IJ5 ��	�j TC, OTC 6�9 CTC "#$��2:28J�J.�.+5"#$��J&+3;�J��2:�+7�#( �*+  0.05, 0.01 6�9 0.1 
�	I��ก�8	��+	����������	�4�J87 "4�ก��,-. TC "�3 �ก��ก� 100 	����ก�8	��+�(4� 1 ������+28� p#J OTC 

&.�"�3ก�.�	
�*(+��ก� 10 	����ก�8	��+ก�I�ก�8	��ก���+28� 6�9,-. CTC "�3 �ก��ก� 1.1 ก�8	��+ก�I�ก�8	
+�-���8�2R��+28�  
 !�
2�� 5 28� ��2:�+7IJ5�4�)���	�:�ก"#$�J.:�ก
�*+J��ก�	�"4� ELISA )72���	�
��	��Q��2:�+7 TC, OTC 6�9 CTC "#$�ก�.�3+5<�,�
�*+J
	*$+
��ก,-.5� 3, 8 6�9 4 28��J.  

Pena 6�9�j9 (2005) ,;.
"���� HPLC "#$	#
��*$+3��2:28J677t�<++
��

��R 
)*$+
��2:�+7���
�����
���� TC 6�9 OTC ,��(4�%'(3IJ5�ก8J����82+5��3"#$�ก�.�3J.25  
Na2-EDTA-Mcllvaline buffer, pH 4.0 6�9 solid-phase extraction (SPE) "#$6�ก���3ก8� mobile phase "#$

-	�9�	�*+����9��5 acetonitrile 6�9 oxalate buffer ,�+8�����2� 20:80 pH 2 �2�	
&.	&.� 10 	����

De Novo Pathway 
 

Ribose-5-phosphate 

Salvage pathway 
 
 

Thymidine Hypoxanthine 

Nuclieotide 
 

DNA 

TK+ 
 

HGPRT+ 
 

Aminopterin 
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I	���R IJ5,;.�+�8	�R C18 Nucleocil "#$+�j-n<	�-.+3  ��	�j TC 6�9 OTC "#$�$4�"#$��J"#$��	��Q��2:28J
�J.�*+ 0.050 6�9 0.049 �	I��ก�8	��+	�������� ��	�4�J87  

Koesukwiwat 6�9�j9 (2007) �J.,;.
"���� LC-MS �4�-�87��2:�+7ก���ก�.�3&+3
���
�����
���� TC, OTC 6�9 CTC ,��(4��	I� )72�� ��	�j���"#$�$4�"#$��J"#$��	��Q��2:28J�J. �*+ 
0.67, 0.65 6�9 2.64 ��I�ก�8	��+	�������� ��	�4�J87 6�9��	��Q��2:�+7677 ��	�j2�
���9-R�J.
�.+5"#$��J"#$ 0.95, 1.03 6�9 8.64 ��I�ก�8	��+	�������� 

Pastor-Navarro 6�9�j9 (2007) �J.)8���ก��,;.
"���� ELISA ,�ก����2:�+7 TC 
,��(4�%'(3IJ5,;.)+��I���+�6+���7+J#"#$�J.:�กก��ก�9��.�n<	���.	ก8�&+3ก�9���5J.25���,�ก���	 TCs "#$
Q<ก"4�,-.
 !����+��)8�0�R&+3 carboxamido 6�9 diazo ก�+�:9
;*$+	��+ก87I ��#�)�-9 
	*$+�4�)+��
I���+�6+���7+J#"#$�J.	�)8���
 !�;�J��2:�+7IJ52�0# indirect competitive ELISA )72��	#���
&#J:4�ก8J,�ก��28J"#$�$4�"#$��JQ'3 0.4 ��I�ก�8	��+	�������� (ppb) 
ก�Jก��"4� f�ก���5�&.�	ก87���,�ก���	 
TCs �*+ RTC, OTC, MC 6�9 CTC Q'3 91, 30, 14 6�9 10 
 +�R

L��R��	�4�J87 6�9��	��Q,;.,��(4�%'(3
�82+5��3�J. %recovery +5<��9-2��3 79 Q'3 108 
 +�R

L��R 

Zhang 6�9�j9 (2007) �J.)8���ก��,;.
"���� ELISA ,�ก����2:�+7 TC ,��(4��	
IJ5,;.)+��I���+�6+���7+J#"#$�J.:�กก��ก�9��.�n<	���.	ก8�&+3ก�9���5J.25 TC "#$,;.2�0#,�ก��
;*$+	��+
ก87I ��#�)�-9"#$6�ก���3ก8� 3 2�0# 
	*$+�4�)+��I���+�6+���7+J#"#$�J.	�)8���
 !�;�J��2:�+7IJ5
2�0# indirect competitive ELISA )72��	# IC50 
"��ก87 3.93 �	I��ก�8	��+	�������� (ppm) 
ก�Jก��"4�
 f�ก���5�&.�	ก87���,�ก���	 TCs �*+ CTC Q'3 112 
 +�R

L��R 6�9 OTC �.+5ก2�� 2 
 +�R

L��R 6�9
��	��Q�4�� ��2:,��(4��	�82+5��3�J. %recovery +5<��9-2��3 74 Q'3 116 
 +�R

L��R 

Jeon 6�9 Paeng (2008)  �J.,;.)+��I���+�6+���7+J#��+ TC :�ก6ก9 ,�ก����2:-�
 ��	�j TC ,��(4�%'(3 IJ52�0# biotin-avidin mediated ELISA ,;. PBS-EDTA buffer pH 7.2 
 !�����9��5
�ก8J6�9�	��.+3
��#5	�82+5��3ก�+�ก��"J�+7 (no additional pre-treatment)  )72��  ��	�j���"#$�$4�
"#$��J"#$��	��Q��2:28J�J.�*+ 0.19 ��I�ก�8	��+	�������� 6�9;�23�2�	
&.	&.�"#$��	��Q��2:�J. 
(dynamic range) 
"��ก87 1.52 -152 ��I�ก�8	��+	�������� 6�9�	�
ก�J f�ก���5�&.�	ก87,�,�ก���	 TCs 
	*$+
�4�� ��2:,��82+5��3�(4�%'(3�J. %recovery +5<��9-2��3 95% Q'3 101% 

6�9 B
J#52ก8� Jeon 6�9�j9�J.)8���2�0#ก��ก����2:-� ��	�j TC ,��(4��	 IJ5 2�0# 
biotin-avidin mediated ELISA 6�9,;.)+��I���+�6+���7+J#��+ TC :�ก6ก9 ,;. PBS-EDTA buffer pH 
7.2 
 !�����9��5�ก8J )72�� ��	�j���"#$�$4�"#$��J"#$��	��Q��2:28J�J.�*+ 0.048 ��I�ก�8	��+	�������� 
6�9;�23�2�	
&.	&.�"#$��	��Q��2:�J. (dynamic range) 
"��ก87 0.316-316 ��I�ก�8	��+	�������� 

ก�J f�ก���5�&.�	ก87 CTC, OTC, 6�9 DC 
"��ก87 13.7%, 10% 6�9�.+5ก2�� 1% ��	�4�J87 ��	��Q�4�� 
��2: TC ,��(4��	�J. % recovery  �9	�j 90% 



����� 3 

��	�ก��
������ก������� 

 

3.1 ������
��������������� !���������� 

����� 3.1  	
���
������������
�������������
� 

	
���
������������ �����
�� � 
��! Mouse 	��'
�(� BALB/c (inbred strain) �'7� �� ���8 
8 	
:���� 

	;��
ก	
���
������������, 
 ����
���
� ���� 

����� 
���>� � P3/NSI/1-4A4-1 (NS-I) ATCC No: TIB 18 

 

3.2 �#�$���%$� ���
& ����&'ก�(����� !���������� 

����� 3.2  �I�J��� J�����8:ก�K�
�������������
� 

�
	�8����8:ก�K� �����
�� � 
ก��L�กM����N��� 1 ��� 5  �������� Nipro, Thailand 
ก�����8�
��7�������
�ก�
L Nikon, Japan 
N���ก�� Boro, Germany 
N�����X�������N��� 10 ��� 250  �������� Nunc, Denmark 
�N[ M����N���18G ��� 21G Nipro, Thailand 
�I�J���:\]�������� Hettich Zentrifugen, Germany 
�I�J���b	 �������� 8� (vortex) Sientific Industries, Inc., USA 
�I�J����
�ก���!�ก�J��	� BIO-TEK Instrument, Inc., USA 
�I�J����
�I�� �:i�ก��-���� Metter Toledo, USA 
�I�J��� Lyophilizer Yamato, Japan 
�I�J��� Microtiterplate reader Titertek multiskan, Finland 
���
�	�L ELISA ���� 96 ��8  Nunc, Denmark 
������X������� Corning Incorporated, USA 
������X����������� 96 ��8 , 48 ��8  ��� 24 
��8  

Corning Incorporated, USA 

�!�L� 
�� �I���L��o���กo��� Thermo Electron Corporation, USA 
�!�:�����JX� International Scientific Supply Co.,Ltd., 
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�
	�8����8:ก�K� �����
�� � 
Thailand 


�: (tip) N��� 0.01, 0.2 ��� 1  ��������  Axygen, USA 
:\p �  Iwaki, Japan 
:r�:��ก�� HBG, Germany 
:r�:��
�>� 
�� Gilson, France 
� ���s��t����JX�  Udono-RII Memmert, Japan 
����
����N��� 1.5  �������� Axygen, USA 
����:\]��������N��� 15 ��� 50  �������� CLP, USA 
����	;���
L����N[������ (cryotube) Nunc, Denmark 
����I�LI8 �8K�v! � Memmert, Germany 

 

3.3 ����#%����� !���������� 

�����
�� 3.3  	���I �
�������ก�����
� 

	���I � �����
�� � 
Aminopterine Sigma-Aldrich, USA 
3-amino-2-oxazolidinone (AOZ) Sigma-Aldrich, USA 
Anti-Mouse IgG (Fab specific)-Peroxidase Sigma-Aldrich, USA 
Anti-Mouse IgG (whole molecule)-Peroxidase  Sigma-Aldrich, USA 
BCATM protein assay kit Pierce, USA 
Bovine serum albumin (BSA) Sigma-Aldrich, USA 
Bromophenol blue Sigma-Aldrich, USA 
Chloramphenicol Sigma-Aldrich, USA 
Chlortetracycline hydrochloride (CTC) Fluka, China 
Citric acid Merck, Germany 
Clenbuterol Sigma-Aldrich, USA 
D-glucose Sigma-Aldrich, USA 
Diethyl ether Merck, Germany 
Dimethyl sulfoxide (DMSO) Fluka, Switzerland 
di-Sodium hydrogenphosphate (Na2HPO4) Merck, Germany 
Doxycycline (DC) Sigma-Aldrich, USA 
1-ethy-3-(3-diamethylaminopropyl)carbodiimide (EDC) Sigma-Aldrich, USA 
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	���I � �����
�� � 
Ethylenediamine (EDA) Sigma-Aldrich, USA 
Enrofloxacin Sigma-Aldrich, USA 
Fetal calf serum (FCS) Invitromax, USA 
Formaldehyde Sigma-Aldrich, USA 
Freundws complete adjuvant (FCA) Sigma-Aldrich, USA 
Freundws incomplete adjuvant (FIA) Sigma-Aldrich, USA 
Furazolidone Sigma-Aldrich, USA 
Gentamycin T.P. drug laboratories (1969) 

Co.,Ltd., Thailand 
Glycerol Sigma-Aldrich, USA 
Hydrochloric acid (HCl) Sigma-Aldrich, USA 
Hydrogen peroxide (H2O2) Fluka, Switzerland 
Hypoxanthine Sigma-Aldrich, USA 
Isotyping kit Sigma-Aldrich, USA 
L-glutamine Sigma-Aldrich, USA 
Methanol BDH, England 
2-(N-morpholino) ethanesulfonic acid (MES) Fluka, China 
Norfloxacin Sigma-Aldrich, USA 
O-phenylenediamine (OPD) Abkem Iberia L.S., Spain 
Ovalbumin (OVA) Sigma-Aldrich, USA 
Oxytetracycline hydrochloride (OTC) Fluka, China 
Penicillin G Sigma-Aldrich, USA 
Picrylsufonic acid (2,4,6-trinitrobenzene sulfonic acid; 
TNBS) 

Sigma-Aldrich, USA 

Polyethylene glycol HYBRI-MAX (PEG) Sigma-Aldrich, USA 

Pyruvic acid Sigma-Aldrich, USA 
Rolitetracycline (RTC) Sigma-Aldrich, USA 
RPMI 1640 medium Biochrom AG, Germany 
Salbotamol Sigma-Aldrich, USA 
Skim milk Anline, Thailamd 
Sodium bicarbonate (NaHCO3) Sigma-Aldrich, USA 
Sodium carbonate (Na2CO3) Merck, Germany 
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	���I � �����
�� � 
Sodium chloride (NaCl) Merck, Germany 
Sodium dihydrogen phosphate (NaH2PO4) Carlo Erba, USA 
Sodium pyruvate Sigma-Aldrich, USA 
Streptomycin Sigma-Aldrich, USA 
Sulfuric acid (H2SO4) Merck, Germany 
Tetracycline hydrochloride (TC) Sigma-Aldrich, USA 
Thimerosal Sigma-Aldrich, USA 
Thymidine Sigma-Aldrich, USA 
Tween 20 Riedel-de Haën, UK 

 
 

3.4 ��	�ก��
�������������� 

3.4.1 ก���	�
��
��	�����
������ก���
�ก��	�����������ก����� 

3.4.1.1 ก������� >:�����
�L! ����ก���
 �
�
��}!ก��� :���8L�ก (cationized bovine serum 
albumin; cBSA) (Collie, de Block ��� Reybroeck, 2004) 

cBSA IJ�>:����
��
;�ก���'�� � !��� ��>��
;�ก����J�� o��� ���N��ก
L� !�I���L�ก����
กN��>:���� �'J���'�� :��	�
(�v�'N��ก��ก���8����	
���
���� �;�>:�����
�L! ����ก���
 �
� (bovine 
serum albumin; BSA)  :�� �K 50  ����ก�
  �������� >����� ~�	�~�L
~�~��� pH 7.4 I�� �N� N�� 
0.1 > ���� 
�� � ethylenediamine (EDA) I�� �N� N�� 1 > ���� :�� ��� 10  �������� ���  1-ethy-3-(3-
diamethylaminopropyl)carbodiimide (EDC) ��� �I�� �N� N��	8�
����
��ก
L 2  ����ก�
 ��� �������� ก��
�L�� �
X�
�X�o��
���8K�v! ������:i����� 2 �
��> � �;�o:
;� dialysis ���� ~�	�~�L
~�~�����o��� pH 7.4 
(phosphate buffer saline; PBS) I�� �N� N�� 0.01 > ���� �
��� 2 I�
X� �:i����� 3 �
� 
���8K�v! � 4 ��7�
�������	 �;�	�������
��o�� �
;�������������
I��I lyophilization �;� ��
�:�� �K>:����������(� BCA 
>����� BCATM Protein Assay Kit ���:�����[���N��� !��� ��
���'�� NsX�>����(� TNBS �������	�L� !���
 ��
�� �'�� NsX�>��I;���K��ก ��> ��ก8�N��>:����
�� �:�����o:>����(� Matrix-assisted laser 
desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF-MS) o�� cBSA ���!:b�b�sก	�N�� 
�ก[L
�� 4 ��7��������	  
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3.4.1.2 ก�������  TC ��J�� ก
L cBSA >�����:��ก����� Mannich (Hermanson, 1996) 

��J�� ���	�� TC ก
L cBSA >���;�	�������>:���� cBSA I�� �N� N�� 10  ����ก�
 
��� �������� 
��������� MES pH 4.7 I�� �N� N�� 0.1 > ���� 
�� �>����� I��o����N� N�� 0.15 > ���� 
:�� ��� 1  �������� b	 ก
L	������� TC 
����������X;�ก�
��
�� �I�� �N� N�� 10  ����ก�
 ��� �������� 
:�� ��� 1  �������� ��� ~��� 
���o��� (formaldehyde) I�� �N� N�� 37% (v/v) 250 o >I����� L� 
��
�8K�v! � 37 ��7��������	�:i����� 24 �
��> � ��ก�
X��;�o:
;� dialysis �����X;�ก�
���:i����� 3 �
� 
��
�8K�v! � 4 ��7��������	 >���:������X;��
��� 2 I�
X� �;� ��
�:�� �K>:����������(� BCA ���:�����[���
N��� !��� ��
�������ก����J�� ���N��	��>����(� TNBS ���I;���K���
���	���ก����J�� ���������� TC 
ก
L cBSA >��I;���K��ก ��> ��ก8�N��>:����
���:�����o:>����(� MALDI-TOF-MS 

3.4.1.3 ก���
�:�� �K>:���� 


;�ก����:�� �K>:���������������(� bicinchoninic acid protein assay (BCA) >����� 
BCATM protein assay kit >��
;�ก����J����>:���� ��������� �I�� �N� N�� 0, 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 
��� 1.0  ����ก�
 ��� ������������ PBS ���	���
������ �'J���;� �
;�ก��~ ������N��>:���� ����� 
	�������
�������ก���ก��:��ก�����>��b	 	������� A (>����� o����กo��� (sodium hydroxide) 
I�� �N� N�� 0.1 > ���� 
�� �>����� I���L���� (sodium carbonate)>����� oLI���L����(sodium 
bicarbonate) ก��oLI���L�������I (bicinchoninic acid) ���>����� 
����
�� (sodium tartrate) ��!�) ���
	������� B  (I!:��ก�
��~� (cupric sulfate) �N� N�� 4%) ���
���	��� 50:1 (v/v) :r�:�	�������
>:���� ���������	���
������
����J���������������
�	�L���� 96 ��8 ��8 �� 25 o >I����� 
��ก�
X���� 	�������
��
;�����ก��:��ก�������8 �� 200 o >I����� �N�������N��ก
� L� 
���8K�v! � 37 ��7�
�������	�:i����� 30 ��
� �;�o:�
�I��ก���!�ก�J��	�
�� 562 ��>�� �� 	����ก��~ ������>�����
I�� 	
 '
�(��������I��ก���!�ก�J��	�ก
LI�� �N� N��N��>:���� ������ �;�I��ก���!�ก�J��	�N��
	���
������ ��
��Lก
Lก��~ �������'J���I;���Kก�
L�:i�:�� �K>:���� 

3.4.1.4 ก���
�ก���:������:��N��� !��� ����	�� 


;�ก������� >:���� ��������� �I�� �N� N�� 0.5 ��� 1.0  ����ก�
 ��� �������� ���
	���
��������>����� oLI���L����L
~�~���(sodium bicarbonate buffer) pH 8.5 �N� N�� 0.1 > ���� :r
�:�	�������>:���� ���������	���
������
����J��������:�� ��� 150 o >I�������������

���� ��ก�
X���� 	������ TNBS �N� N�� 0.05% (w/v) :�� ��� 75 o >I����� �N�������N��ก
� L� 
��
�8K�v! � 37 ��7��������	�:i����� 2 �
��> � ��
���ก�
X����   SDS �N� N�� 10% (w/v) :�� ��� 75 
o >I����� �� ����ก��o�>��I����กI�� �N� N�� 1 ���� �� :�� ��� 37.5 o >I����� ����;�o:�
�
I���!�ก�J��	�
��I�� ���I�J�� 335 ��>�� �� I;���K���:�����[���N��� !��� ��
���'�� NsX����
�:�����[���N��� !��� ��
�������ก����J�� ���N��	����ก 
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3.4.1.5 ก�����
���	���> ��ก8�N��� !��� ��
���'�� NsX���� TC 
����J�� ���>����(�  MALDI- 
                TOF MS 

���
���	���> ��ก8�N��� !��� ��
���'�� NsX����	��
����J�� ���������(� Matrix-Assisted 
Laser Desorption/Ionization Tine-Of-Flighht Mass Spectrometry (MALDI-TOF-MS) >��	���
������
���I�����
�������L��ก�����v�' 7!���'
�(8��7�ก�� ����
I>�>������v�'�������� (BIOTEC) �'J����
 ��> ��ก8�N��	�� >��I;���K��ก 

 

 

 

 

3.4.2 ก���
�ก��	�����""��������ก��#�$�����%� TC-cBSA 

ก���8����LLv! �I8� ก
�N����!
�������� TC 
����J�� ก
L cBSA >����ก��M��ก���8��
I�
X���ก��b	 ก
L Freundws complete adjuvant (FCA) ���
���	��� 1:1 (v/v) M���N��v��������
�����!

����	��'
�(8� BALB/c �'7� �� ���8 8 	
:���� 100 o >I�ก�
 ����
� ���M��ก���8����ก 3 I�
X�
8ก� 2 
	
:���� >��b	 ก
L Freundws incomplete adjuvant (FIA) ���
���	��� 1:1 (v/v) ����ก
� �ก[L��J����ก
�����
�M�� 7 �
� �'J���;�o:
�	�L�����
L�����L��� (titer screening) ������(� indirect ELISA �� ��(�
N�� 3.4.3.4.1 ���
�	�L��������L���
��o��	� ��}�
Lก
L TC ��	��o����J�o �>����(� indirect 
competitive ELISA >����� TC-OVA 
������� o����ก��(������ก
Lก�������  TC-cBSA ��N�� 3.4.1.2 ���
�:�����>:����'�����ก cBSA �:i� ovalbumin (OVA)  ��I�J�LL� ������� 96 ��8 	;���
L ELISA  
��ก�
X���J�ก��!�
�
��������
L�����L���	!�	8����	� ��}�
Lก
L TC ��	��o��o:
;������N
X����
�� 4 
>��ก����
���� �� ����� 3-4 �
� M��ก���8����!���� TC-cBSA :�� �K 100 o >I�ก�
 
��o �b	  
Freundws adjuvant 
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3.4.3 ก���	�
��
-�����-.�ก�/--012"��3����
�4���$3�3�3�-��-
��	�"��
	5� TC 

3.4.3.1 ก������� ����� 
���>� � 

�;������ 
���>� � NS-I ���X������������X������� RPMI 1640 
�� ����
 ��ก�!ก�
�  (fetal 
calf serum; FCS) I�� �N� N�� 10% (v/v) >��
;�ก�����X������� 
���>� ������!������� 
��ก��>'��������:�� �K 4-5 �
�ก���
;�ก����� �� ����� ���
���� �� ������
L�����
�� ���������
 ��;���� �กก��� 107 �������� �������� ����;������ 
���>� � �:\]�������������� RPMI 1640 
�� � 
gentamycin �N� N�� 0.2  ����ก�
 ��� �������� ����I�� ��[� 1500 ��L�����
� �:i����� 5 ��
� �;�	����	
��ก�����s���� ��������X�������:�� ��� 5  ���������'J������� �;�o:��� �� ก
L����� �� 
������� o�� 

3.4.3.2 ก������� ����� ��  

����� o����ก�;���!
����
����J�ก (N�� 3.4.2) �������	� ��}b��������L������TC 
;�
ก��	�L��!>�����o���
�����(��� (diethyl ether) ������J����ก�
��� �'J���ก[L���
 o��������o: 
;�ก���:r�
����
����;� �� ��ก �>����(�:�����JX� ���ก��oก��
� �� ����:i���X���[ก� L����ก�������}�� �������
��� N������M����N��� 10  �������� L� �� �L�� ���������� � J��o������� �� �����;�o::\]������� 
RPMI 1640 :�� ��� 40  ��������
�� � gentamycin �N� N�� 0.2  ����ก�
 ��� �������� ����I�� ��[� 1500 
��L�����
��:i����� 5 ��
� ��ก�
X�
�X�	����	�����s���� ��������X�������:�� ��� 5  ���������'J������� 
�;�o:��� �� ก
L����� 
���>� �
������� o�� 

3.4.3.3 ก����� �� ����� (Fusion) 

�;������N�� �� ��!��กN�� 3.4.3.2  ��� ก
L����� 
���>� ���กN�� 3.4.3.1 ��
�
���	��� 1:3 b	 ����N��ก
��L�� ก����;�o::\]������������I�� ��[� 1500 ��L�����
� �:i����� 5 ��
� 
�
	����	
�X�  �N��� �L��ก������ >'�� ��
����oก�I�� (polyethylene glycol; PEG) 
�� � 
 ��> ��ก8� 3000-3700 ����
� I�� �N� N�� 50% (v/v) 
���:i�	��������� �������o:'��� ก��� 8�
�������� I� I8 ก����� PEG ( ��> ��ก8� 3000 }s� 3700 ����
�) ���� �v���� 1 ��
� ��ก�
X���� 
��������X������� RPMI 1640 
�� � gentamycin �N� N�� 0.2  ����ก�
 ��� �������� :�� ��� 30  �������� �!�
NsX����L�� ก����;�o::\]������������I�� ��[� 1500 ��L�����
� �:i����� 5 ��
� �
	����	��ก 
;�������X 
2 I�
X��'J���'J������ PEG ��ก��ก����� ��� ��������X������� HAT 
�� � FCS I�� �N� N�� 20% (v/v) ��ก
�
X�:r�:����������������X����������� 96 ��8 ��8 �� 200 o >I����� �;�o:���X�����!�L� 
�� �
I���L��o���กo���I�� �N� N�� 5% 
���8K�v! � 37 ��7��������	 ���X������� 12-14 �
� � J�������o�L��
>� ������o��:�� �K 25% N��'JX�
��ก����8  �;���������X�������o�L��>� ����������8 o:
�	�L���
 �ก��	���������L������ TC ��J�o ��� ��(���N�� 3.4.3.4 
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3.4.3.4 I
���J�ก�����o�L��>� �
�� �I�� 	� ��}��ก��	���������L������ TC 

3.4.3.4.1 I
���J�กN
X�
�� 1 >����(� indirect ELISA 


;�ก���I�J�L'JX���8 N����� ELISA ���� 96 ��8 ���� TC-OVA (����� o��
���������ก
L TC-cBSA �� ��(���N�� 3.4.1.2) �N� N�� 3 o >I�ก�
 ��� �������� ��8 �� 100 o >I����� 
L� 
���8K�v! � 4 ��7��������	 �:i����� 12-24 �
��> � �;� ��������� PBS 
�� � Tween20 (PBS-T) �N� N�� 
0.05% (v/v) �;���� 4 I�
X� ��� 	�������� '���� 
���� (skim milk) �N� N�� 5% (w/v) �� PBS ��8 �� 
300 o >I����� �����;�o:L� 
�� 37 ��7��������	 �:i����� 1 �
��> � �������� PBS-T �;���� 3 I�
X� ��� 
�
������ (��J����!��J���������X�������) ��8 �� 100 o >I����� �;�o:L� 
�� 37 ��7��������	 �:i����� 
2 �
��> � �������� PBS-T �;���� 3 I�
X� ��� �����L���
8���v! � goat anti-mouse IgG 
�� ����o� � horse 
redish peroxidase (GAM-HRP) ��J�� ��!�
����J���� 1:10000 ��8 �� 100 o >I����� L� 
�� 37 ��7�
�������	 �:i����� 1 �
��> � �������� PBS-T �;���� 3 I�
X� ��� 	�������	
L	����
��:��ก�L���� OPD 
��� H2O2 �������~�	�~������
L
~�~��� (phosphate citrate buffer) pH 5.0 I�� �N� N�� 0.15 > ���� 
��8 �� 150 o >I�����  �:i����� 10 ��
� ��� ก���
�~r���ก (sulfuric acid) �N� N�� 2.5 > ���� ��8 �� 
100 o >I����� �'J����8�:��ก����� �;�o:�
�I��ก���!�ก�J��	�
��I�� ���I�J�� 492 ��>�� �� 

3.4.3.4.2 I
���J�กN
X�
�� 2 >����(� indirect competitive ELISA 

�'J��
�	�L�������L���
��	� ��}�
Lก
L TC 
����!����!:��	�� >��:r�:�	������� TC 
I�� �N� N�� 10 o >I�ก�
 ��� �������� :�� ��� 50 o >I��������������8  ELISA 
���I�J�L���� TC-
OVA :�� ��� 100 o >I����� 
��b���ก����� 	�������� '���� 
���� ����������� PBS-T ���� ��ก
�
X�:r�:���������X������� (��J����
 ��!) ��ก��8 
�����b�L�ก��ก��I
���J�กN
X���ก (N�� 3.4.3.4.1) ��
o:b	 ก
L	������� TC  �;�o:L� 
�� 37 ��7��������	 �:i����� 2 �
��> � ��ก�
X�
;�N
X���������ก
L��(� 
indirect ELISA }����8 
�����  TC ��	�����I��ก���!�ก�J��	�
������ � J���
��Lก
L��8 
��o ����  TC ��	�� 
�	���������������X�������
�� ���ก��8 �
�ก���� ������L���
��	� ��}�
Lก
L TC ���!:��	��o�� �;�
�����o�L��>� �����8 �
X� ���ก���o��>I�������� >����(� limiting dilution  

3.4.3.5 ก����ก�����o�L��>� ����o�������������>����(� limiting dilution 

�'J���J��
���������o�L��>� � ���ก���ก;����������ก
� �;������o�L��>� �
��	� ��}b���
�����L������ TC ���!:��	����กก��I
���J�กN
X�
�� 2  �
;�����:i�>I>���������>��ก����J������������o�� 
1 ����������8  � J�������������:i�>I>������������8  �;��X;����X������� �����������
�I� ������L������ 
TC ��J�o � }��������
�I� �ก��	���������L������ TC N����'�� �;��������� ��ก�
X��;�o:����N[���
o�>��������� ����ก[L��������X�������o�����
�	�L���o: 
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3.4.3.6 ก���ก[L�����o�L��>� ���o�>��������� 

�;������o�L��>� �
������ก���ก[L  ����X������������ RPMI 1640 
�� � FCS �N� N��10% 
(v/v) �����!���������ก��>'�������� �:\]�����������������ก��ก������I�� ��[� 1500 ��L�����
� �:i�
���� 5 ��
� ��ก�
X��!���������X�������
����!�����L�
�X� ������ �X;����ก[L�����
�� � o�� 
���
�~�กo��� 
(DMSO) I�� �N� N�� 10% (v/v) NK���[���o::�� ��� 1  �������� ���'��	�����:r�:��!�NsX����L�� 
��������N��ก
���ก
L�X;����ก[L����� ก���}�����������������ก[L�����N��� 2  �������� ����;�o:���
��
�8K�v! � -70 ��7��������	 N�� IJ� ��ก�
X��s�������o:�����o�>���������
�� ��8K�v! �:�� �K -196 
��7��������	 

3.4.3.7 ก���;������o�L��>� �
���ก[L��o�>���������ก�
L ����X�� 

�;�����
���ก[L�����o�L��>� ���ก ���กก���ก[L��o�>��������� ������
��
�8K�v! � 37 ��7��������	 

�
� � J���X;����ก[L����������������� ��������}��������������
�� �
��������X������� RPMI 1640 :�� ��� 10  �������� �;�o::\]�
��I�� ��[� 1500 ��L�����
� �:i����� 5 
��
� ก����;������o:���X���������������X������� RPMI 1640 
�� � FCS I�� �N� N�� 20% (v/v) 

3.4.4  ก��67ก8�-�ก89�4�"�	��".:�$	��#�$3�3�3�-��-
��	�"��
�
�1�� 

3.4.4.1 ก������	�Lo�>�o
:�N��> >�>I���������L���>������8�����	�L	;���[��!: 

�;�> >�>I���������L���
��o�� �
;�ก������	�Lo�>�o
:�>������8�����	�L 
Isotyping kit >��
;�ก������� �����L���
���;��'�����o�>�o
:���������� (IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3, IgA 
��� IgM) �;� ���J���� 1:1000 �
���� PBS ������� ������8 N��������� 96 ��8  ��8 �� 100 
o >I����� L� 
���8K�v! � 4 ��7��������	 �:i����� 1 �
��> � �;� ��������� PBS-T �;���� 3 I�
X� ��� 
�����L���
������ก��������8 �� 100 o >I����� L� 
�� 37 ��7��������	 �:i����� 1 �
��> � ��� 
�����L���
8���v! �
���;��'����� IgG N����!
�� � HRP ��J�� ��!� �s���;��'����� Fab (Anti-Mouse IgG (Fab 
specific)-Peroxidase) 
����J���� 1:2000 �� PBS-T L� 
���8K�v! ������:i����� 30 ��
� �������� PBS-T 
�;���� 3 I�
X���� 	�������	
L	����
��:��ก�L���� OPD ��� H2O2 �������~�	�~������
L
~�~��� 
pH 5.0 I�� �N� N�� 0.15 > ���� ��8 �� 150 o >I�����  �:i����� 10 ��
� ��� ก���
�~r���ก�N� N�� 2.5 
> ���� ��8 �� 100 o >I����� �'J����8�:��ก����� �;�o:�
�I��ก���!�ก�J��	�
��I�� ���I�J�� 492 ��>�
� �� 

3.4.4.2 ก��
�	�LI�� o� (sensitivity) N��> >�>I���������L��� 

I�� o�N��> >�>I���������L������������:i�I��I�� �N� N��N��	��
������
��	8�

��	� ��}�����
�o�� (limit of detection; LOD) >��ก���;�I��ก���!�ก�J��	�>����(� indirect competitive 
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ELISA 
��
;�o��>���;������L���
��I�� ��J����
���� ��	  �b	 �� ก
L	��
������ก��
�	�L
��I�� 
�N� N�� 10-3-104 ��>�ก�
 ��� �������� �s�����ก��ก�������
Lก
��������	��
������ก��
�	�L��
	�������ก
L	��
���I�J�L��!�ก����8   ��N���ก��~>�����>:��ก� 	;���[��!: GraphPad Prism 4 >��
�ก� Y �:i�I�� %B/B0 ����ก� X �:i�I���[�กก���
s N��I�� �N� N��N��	��
��
�	�L ���I;���KI�� 
LOD o����ก	!���'J���;� ��
��Lก
Lก��~o���:i�I�� �N� N�� 

                                LOD ;  B0- 3SD 

� J�� B, B0 IJ� I��ก���!�ก�J��	���ก ELISA 
�� ���J�o � ����������� �;��
L 
 SD IJ� I���L�����L� ������ 

3.4.4.3 ก��
�	�LI�� �;��'�� (specificity) N��> >�>I���������L������ TC  

I�� �;��'��N�������L�������������!���I��N��ก��
�	�L:��ก�����N�� N��> >�
>I���������L��� �'J��
�	�L���> >�>I���������L���
��o��	� ��}�ก��:��ก�����ก
L	����ก�8�  
TCs ���	����กก�8� ��J�o � >����(� indirect competitive ELISA 
��
;�o��>�������L���
��I�� ��J����

���� ��	  �b	 �� ก
L	��
������ก��
�	�L
��I�� �N� N�� 10-3-104 ��>�ก�
 ��� �������� �s�����ก��
ก�������
Lก
��������	��
������ก��
�	�L��	�������ก
L	��
���I�J�L��!�ก����8   ��N���ก��~>��
���>:��ก� 	;���[��!: GraphPad Prism 4 >���ก� Y �:i�I�� %B/B0 ����ก� X �:i�I���[�กก���
s N��
I�� �N� N��N��	��
���;� �
�	�L >��I��I�� �N� N��N��	��
��
;�����ก��ก���
L�
X�
�� 50 �:�����[��� 
(50% of inhibition concentration; IC50) ��o����กก���;�I��
�� 50% N�� B/B0  ��
��Lก
Lก��~o���:i�I��
I�� �N� N�� ����;�I��ก���!�ก�J��	�
��o�� ���I�� IC50 N��	��������
�
������:i��
��N��N
� 

 

  



����� 4 

��ก
��
��� 

 

4.1 ��ก
�����������
�������������ก
����ก� �!��"���#����$ 

����������	
�� (Tetracycline; TC) ����
���
ก 
!��"�
#ก���$ก�%�&'(�)� (hapten) 
�,-.��%�����/ก�0� 1�23��	 1�ก4�!5.6�3761��1�.&5���85"��%5 TC �"1"1�$�4��4��5. "4.�49�:,.�15.�;<-5� TC 
ก48�(����=�60)�-����
���
ก 
!��"76>%ก%5��?��(7;17�ก��@�"ก�0� 1�6�3)"
5. 

4.1.1 D
ก������$��(����=�60  

:�กก���?��(���� BSA ��)?�(H�ก���$�ก48 EDA �"$�� EDC �(K�����4�ก
�.�=<-5761�ก�"
ก��&)�)�-�"�5����!1�)�-�?�&6�%.!5.6�3%	��L85ก��
�ก!5.�(�����ก�"�(K�6�3%�5���!,9�&)� (H�ก���$�"4.�3(
)�- 4.1  

 

�3()�- 4.1 ก��&)�)�-�"�5����!1�)�-�?�&6�%.!5.6�3%	��L85ก��
�ก!5.�(�����"$7;1 EDA &
0 EDC 

=8�%���<-5)?�ก���=�-�6�3%�5���761ก48�(���� BSA 761�(K��(����=�60 cBSA &
1��?��(
�4"(����M�(�����"$��N� BCA �=<-56�	����!1�!1�!5.�(�����?�6�48�?��(7;17�ก���;<-5���"ก48 TC 
�%5�( �"$�?�	%�ก��"3"ก
<�&�.)�- 562 ��������)�-	����:<5:�.�%�.R �)�$8ก48	%�ก��"3"ก
<�&�.)�-�"1
:�กก��S����T��!5. BSA (����.)�- ก.1 &
0�3()�- ก.1, 2�	D��ก ก) D
"4.����.)�- 4.1 �"1	����!1�!1�

NH2
NH2

NH2
NH2

NH2
C

O

OH

C

O

OH

C

O

OH

C

O

OH
C

O

OH

C

O

OH

NH2

NH2
NH2

NH2
NH2

NH2

C

O

OH

C

O

OH

C

O

OH

NH2

C
NH

CH2
CH2

O

NH2

C
NH

CH2
CH2

O

NH2

C
NH

CH2
CH2

O

NH2

BSA 

cBSA 

EDA 

EDC 
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!5.�(���� cBSA �)%�ก48 3.46 ��

�ก�4��%5��

�
��� ��<-5�?��()?�761&61."1�$�)	��	 lyophilization :0�"1
�(���� cBSA 7��3(D.��!�� 

����.)�- 4.1  	%�	����!1�!1�!5.�(����=�60 cBSA �"$7;1��N� BCA 
 

	%�	����:<5:�. 	%�ก��"3"ก
<�&�.)�- 562 �������� 
	����!1�!1�!5.�(���� 

(mg/ml) 
1:4 0.689 3.31 
1:8 0.376 3.60 

	����!1�!1��(�����@
�-$ 3.46 

:�กก���?��(���� cBSA �(6����
ก 
!5.6�3%�5���)�-�=�-�!,9��"$��N� TNBS  �"$��� 
TNBS ��<-5:48ก486�3%�5���5���0&
1�:0�ก�"(H�ก���$��(
�-$��(K����1�)�-�����/"3"ก
<�&�.�"1)�-	���$��
	
<-� 335 �������� �"1D
"4.����.)�- 4.2 =8�%�6�3%�5���8����
ก 
!5. BSA ���=�-���ก!,9��@
�-$ 8.06 
�(5�L��#��L 

����.)�- 4.2  D
)"�58ก���=�-�6�3%�5���7����
ก 
!5.�(���� BSA �"$��N� TNBS 
 

	����!1�!1��(���� 
(mg/ml) 

A355 !5.�(���� BSA  A355 !5.�(���� cBSA 
	%��(5�L��#��L6�3%�5���)�-

�=�-�!,9�!5. cBSA 
0.5 0.746 0.792 6.24 

0.25 0.417 0.455 9.12 
0.125 0.221 0.241 8.82 

	%��(5�L��#��L�@
�-$!5.6�3%�5���)�-�=�-�!,9� 8.06 

D
ก��6���
���
ก 
!5. cBSA �"$7;1�)	��	 MALDI-TOF MS &�".7��3()�- 4.2 
:�ก�	�����&ก��)�-�"1=8�%��(���� BSA ����
���
ก 
 67020.67 "�
�4� &
0�(���� cBSA ����

���
ก 
 67415.80 "�
�4� ����
���
ก 
��ก!,9� 395.13 "�
�4� &�".�%���6�3%�5��� (��
���
ก 
 16.5 
"�
�4�) �=�-�!,9�7��(���� BSA �)%�ก48 24 ���
ก 
 :�กก��)?�761���
ก 
!5. BSA ��6�3%�5����=�-�!,9� 
�4-�	<5 cBSA &
07;1�(K��(����=�60 �%.D
761�5ก��7�ก���;<-5���"ก48&'(�)�����ก!,9� �,-.:�ก
��$.��!5. Muckerheide &
0	M0 (1987) =8�%�ก��7;1 cBSA �(K��(����=�60 ;%�$)?�761
(�0��)N�2�=!5.ก��ก�0� 1�7��4��L)"
5.�=�-���ก!,9� ��<-5.:�กก�0� 1�ก��&8%.�4�!5.)�-��

L 
�"$�@=�0 TH �"1��ก�%��(����7��3(�"�� (native form) 
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 BSA cBSA 

                  �3()�- 4.2  ��(ก��4�!5.��
���
ก 
!5.�(���� BSA &
0 cBSA �"$��N� MALDI-TOF MS 

4.1.2 D
ก������$� TC �;<-5�ก48 cBSA  

:�กก������$�&5����:�)�-:0�?���@�"ก�0� 1��08823��	 1�ก4�6�3�"$)?�ก���;<-5��%5 TC 
ก48�(����=�60 cBSA �"$7;1(H�ก���$� Mannich �,-.:0��ก������S5�L�4
"��'"L)?�761�ก�"(H�ก���$�
	�8&�%��06�% �.6�3% �5���!5.�(����=�60ก48�.Sn�5
!5. TC �"$:0�ก�"�4� �;<- 5� 
��)N�

��!,9��06�%�.�5.���
ก 
 (�3()�- 4.3) �?��(�4"(����M�(�����"$��N� BCA �=<-56�	����!1�!1�
!5.�(���� �"$�?�	%�ก��"3"ก
<�&�.)�- 562 ��������)�-	����:<5:�.�%�.R �)�$8ก48	%�ก��"3"ก
<�&�.)�-
�"1:�กก��S����T��!5. cBSA (2�	D��ก ก, ����.)�- ก.2 &
0�3()�- ก.2) �"1D
"4.����.)�- 4.3 =8�%�
&5����:� TC-cBSA ��	����!1�!1�!5.�(���� 2.59 ��

�ก�4��%5��

�
��� 

  

67020.672 67415.795 
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�3()�- 4.3 ก���;<-5� TC ก48�(����=�60 cBSA �"$7;1(H�ก���$� Mannich 

����.)�- 4.3  	%�	����!1�!1�!5.&5����:� TC-cBSA �"$7;1��N� BCA 
 

	%�	����:<5:�. A562 
	����!1�!1�!5.�(����  

(mg/ml) 
1:5 0.537 2.45 

1:10 0.299 2.73 
	����!1�!1��(�����@
�-$ 2.59 

:�กก��)"�58(�0��)N�2�=ก���;<-5���"�"$ก���?�&5����:� TC-cBSA ��6����
ก 

!5.6�3%�5���!5.�(���� cBSA )�-/3ก7;1�(7�ก���;<-5��%5ก48 TC �"$��N� TNBS �"1D
"4.����.)�- 4.4 
=8�%�6�3%�5���)�-7;17�ก���;<-5���"�06�%�. TC ก48 cBSA 	�"�(K� 26.42 �(5�L��#��L 

 

 

 

 

 

 

OH

CH3 OH

O OH O

NH2

O

OH

N(CH3)2

OHNHBSA

OH

CH3 OH

O OH O

NH2

O

OH

N(CH3)2

OH

H

O

H

TC 
BSA NH2

TC-cBSA 

formaldehyde 
pH 4.7 
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����.)�- 4.4  	%��(5�L��#��L!5.ก���;<-5���"�06�%�. TC ก48�(���� cBSA �"$��N� TNBS 
 

	����!1�!1��(���� 
(mg/ml) 

A355 !5. cBSA A355 !5. TC-cBSA 
	%��(5�L��#��Lก���;<-5�

��" 
1.0 1.143 0.912 20.21 
0.5 0.622 0.419 32.64 

	%��(5�L��#��L�@
�-$ก���;<-5���"&5����:� TC-cBSA 26.42 

&
0)?�ก��$<�$4�D
ก���;<-5���"�"$6�54����%�����
ก 
!5. TC )�-�;<-5�ก48 cBSA 1 
���
ก 
 :�กก��6���
���
ก 
!5. cBSA )�-�(
�-$��(�"$�)	��	 MALDI-TOF MS &�".7��3()�- 4.4 
:�ก��(ก��4�)�-�"1 =8�%��(���� cBSA ����
���
ก 
 67415.80 "�
�4� (�3()�- 4.1) &
0&5����:� TC-
cBSA ����
���
ก 
 71573.811 "�
�4� ����
���
ก 
��ก!,9� 4158.011 "�
�4� �����/	?���M�(K�
54����%�����
ก 
!5. TC (��
���
ก 
 444.44 "�
�4�) )�-�;<-5�ก48�(����=�60 cBSA 1 ���
ก 
�)%�ก48 
9 ���
ก 
 7�!M0D
!5.ก���;<-5� TC ก48 BSA �"$(H�ก���$� Mannich 7�.����:4$!5. Faraj &
0 Ali 
(1980) =8�%������/�;<-5��%5 TC �"1/,. 30-40 ���
ก 
8� BSA &�%��<-5�?� TC-cBSA �(@�"ก�0� 1� 
=8�%�6�3�����/��1�.&5���85"��%5 TC �"1�;%�ก4� &�1�%� TC )�-�;<-5�ก48 cBSA ��54����%���15$ก�%�
.����:4$!5. Faraj &
0 Ali (1980) ก#��� 

  

TC-cBSA 

�3()�- 4.4  ��(ก��4�!5.��
���
ก 
!5. TC-cBSA �"$��N� MALDI-TOF MS 

 

 

71573.811 
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4.2 ��ก
����ก� �!��� ��*+�
,!��ก��-�$.�+�.�"��
$����
�����/� TC 

:�กก��@�"ก�0� 1�6�3)"
5.)49.6�" 5 �4�"1�$&5����:� TC-cBSA )�-����$��"1 &
0�?�
���4�!5.6�3)"
5.)�-�"1�48ก��@�"ก�0� 1���6��0"48&5���85"�"1�$��N� indirect ELISA &
0)"�58ก��
��1�.&5���85"��%5 TC "1�$��N� indirect competitive ELISA )?�ก��	4"�
<5ก6�3)�-761�0"48&5���85"��3.
)�-� " &
0�����/:48ก48 TC 7��3(5���0�"1 �=<-57;1�?�6�486
5������

L�=<-5D
�������	
�5

&5���85"��%5�( 

4.2.1 ก��6��0"48&5���85"� (antibody titer) !5.6�3)"
5.)�-�"1�48ก��@�"ก�0� 1� 

:�กก��)"�586��0"48&5���85"�"1�$��N� indirect ELISA �"1D
"4.����.)�- 4.5 &
0 �3()�- 4.5 
�"$�
<5ก�0"48&5���85"�	<5	����:<5:�.!5.���4�)�-761	%�ก��"3"ก
<�&�.)�- 492 ��������(�0��M 0.1 
=8�%�6�3)49. 5 �4������/D
��&5���85"��%5 TC-cBSA �"$���0"48&5���85"��)%�ก48 1:64000, 1: 64000, 
1:512000, 1:256000 &
0 1:64000 ���
?�"48 

����.)�- 4.5 ก��)"�58�0"48&5���85"�:�ก���4�!5.6�3)"
5.)�-�"1�48ก��@�"ก�0� 1�"1�$ TC-cBSA 
:?���� 5 �4�"1�$��N� indirect ELISA 

 

,�
�����

�
$-�$

2���� 

A492 

2����.�+

ก/��4+ก

ก� �!�� 

.�+������ 1 .�+������ 2 .�+������ 3 .�+������ 4 .�+������ 5 

1:1000 0.076 1.575 1.617 2.348 2.170 1.423 
1:2000 0.058 1.249 1.190 2.189 1.852 1.085 
1:4000 0.044 0.880 0.840 1.957 1.448 0.794 
1:8000 0.042 0.579 0.549 1.611 1.070 0.538 

1:16000 0.039 0.331 0.339 1.207 0.700 0.348 
1:32000 0.036 0.192 0.198 0.778 0.432 0.212 
1:64000 0.036 0.128 0.129 0.518 0.271 0.155 

1:128000 0.035 0.086 0.090 0.311 0.186 0.110 
1:256000 0.035 0.070 0.070 0.194 0.138 0.098 
1:512000 0.035 0.056 0.056 0.118 0.123 0.091 
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�3()�- 4.5 �0"48&5���85"�:�ก���4�!5.6�3)"
5.)�-�"1�48ก��@�"ก�0� 1�"1�$ TC-cBSA :?���� 5 �4�"1�$
��N� indirect ELISA �"$7;1&5����:� TC-OVA 	����!1�!1� 3 ���	�ก�4��%5��

�
����	
<58)�-
ก1�6
 � &
07;1���4�!5.6�3)"
5.�:<5:�. 1:1000 /,. 1:512000 

4.2.2 D
ก��)"�58	���:?��=�0!5.&5���85"��%5 TC 7��3(5���0 

:�กก��)?�ก��)"�58	���:?��=�0!5.&5���85"��%5 TC 7��3(5���0"1�$��N� indirect 
competitive ELISA �"1D
"4.����.)�- 4.6 =8�%�&5���85"�:�ก6�3)49. 5 �4������/:48ก48 TC 7��3(5���0
�"1 ��<-5.:�ก��<-5�� TC �(K��4�&!%.!4�  	%�ก��"3"ก
<�&�.)�- 492 ��������!5.ก��)?� competitive 
ELISA 
"
.��<-5�)�$8ก48	%�)�-��%��ก��������� TC 5���0
.�( �"$:0��	%�
"
.�(K� 68.0-91.4 
�(5�L��#��L &
0&5���85"�:�ก6�3)49. 5 �4���%:?��=�0�%5�%��!5. BSA ��<-5.:�ก	%�ก��"3"ก
<�&�.
"
.
�=�$.�
#ก�15$�)%��49���<-57;1 BSA �(K�&5����:�&$%.:48  
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����.)�- 4.6 ก��)"�58	��������/7�ก��:48ก48&5����:�5���0!5.���4�!5.6�3)"
5.)�-�"1�48ก��
@�"ก�0� 1�"1�$ TC-cBSA 

 

���4� 
 

	����:<5:�. 

A492 %A492)�-
"
. 
��<-5���� TC ��%�������5���0 10 µg/ml BSA  10 µg/ml TC 

6�3�4�)�- 1 1:2000 1.205 1.059 0.201 83.32 
6�3�4�)�- 2 1:2000 0.925 0.810 0.165 82.16 
6�3�4�)�- 3 1:16000 0.852 0.744 0.380 55.40 
6�3�4�)�- 4 1:8000 1.239 1.196 0.084 91.74 
6�3�4�)�- 5 1:2000 1.229 1.227 0.393 68.02 

 

4.3 ��ก
�.�������2��#�� ,������ก�2��#78��
9��
���"��
$9�9�9,��������
�����/� TC 

)?�ก��6
5������

L�06�%�.��

L�1��!5.6�3)�-�"1�48ก��@�"ก�0� 1�ก48��

L�4$5�
�
�� NSI )49.6�" 5 	�49. 6
4.:�ก�49�(�0��M 12-14 �4�  ���:"3��

L�'8���"��"1�$ก
15.: 
)��t�L
;��"64�ก
48 =8��

L�'8���"����
4กuM0�:��>�(K��	�
��7�6
 � �?�5�6���
�9$.��

L:�ก6
 �)�-=8
�	�
��!5.��

L�'8���"����)?�ก��	4"ก�5.�"$��N� indirect ELISA &
0 indirect competitive ELISA  
�"1D
 D
!5.ก��6
5������

L)49. 5 	�49."4.����.)�- 4.7 �"$�"1��

L�'8���"��)�-�����/D
��
&5���85"��%5 TC 5���0)49.6�" 3 6
 � (����.)�- 4.8) �?�&�%
06
 ���)?�ก��&$ก��

L�"�-$��"$��N� 
limiting dilution �=<-5$<�$4��%���

L�'8���"����:�ก�1�ก?����"�"�$�ก4�&
0$4.	.��1�.&5���85"��%5 TC 
5���05$3% �"$�49.�(K��64�:�กก��6
5������

L	�49.)�- 1,4 &
0 5 	<5 7-4C, 12-3F &
0 5-9H ���
?�"48  
�%5��:,.!$�$�=�-�:?������

L&
1��?���

L�(�ก#8�4กu��"$&;%&!#.7�������:��6
� &
0�ก#85�6��
�
�9$.��

L��17;17�ก�����:�58
4กuM0��84���%5�( �%��D
:�กก��6
5������

L	�49.)�- 2 ��%=8
��

L�'8���"��)�-��1�.&5���85"��%5 TC 5�:��<-5.��:�กก��)�-�"1:?������

L�'8�����15$ :,.�%.D
761
�5ก��)�-:0�"1��

L)�-D
��&5���85"�)�-�15.ก�����15$����("1�$ &
0D
:�กก��6
5������

L	�49.)�- 3 
=8��

L�'8���"�� 2 6
 �)�-�����/D
��85"��%5&5����:�7��3()�-�;<-5�ก48�(����=�60)�-�	
<58=<9�
6
 �!5.:�� ELISA &�%��%�����/:48ก48 TC 5���07�ก��	4"�
<5ก!49�)�- 2 �"1 :,.��%�?���7;17�ก����:4$
�%5�(  
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����.)�- 4.7  D
!5.ก��6
5������

L)49. 5 	�49. 
 

	�49.)�-
6
5�
���
��

L 

�0"48
&5���85"�

7����4�ก%5�
ก��6
5�

��� 

:?����
6
 ��49.
�49.�1� 

��

L
�'8���"

��)�-
�:��> 

:?����6
 �)�-
D
��

&5���85"� 

:?����6
 �)�-D
��
&5���85"��%5���

5���0 TC  

�64�
�	
�)�-

�"1 

1 1:64000 1152 461 1 1 7-4C 
2 1:64000 1152 29 0 0 - 
3 1:512000 1152 393 2 0 - 
4 1:256000 1152 468 1 1 12-3F 
5 1:64000 1152 760 1 1 5-9H 

 

����.)�- 4.8  D
!5.ก��	4"�
<5ก��

L�'8���"��!49�)�- 2 �"$��N� indirect competitive ELISA 

 

	�49.)�-6
5������

L �	
� 
A492 

��%�������5���0 10 µg/ml TC 
1 7-4C 1.84 0.061 
2 9-11E 1.419 1.306 
 11-7B 1.581 1.415 

4 12-3F 1.643 0.441 
5 5-9H 0.972 0.051 

 

4.4 ��ก
�:;ก<
��ก<= "����
���>�$���-�$9�9�9,��������
���� 

4.4.1 D
ก�����:�58�5���)(v!5.�����	
�5
&5���85"� 

:�กก�����:�58�5���)(v!5.�����	
�5
&5���85"�:�ก)49. 3 �	
��"$��N� 
indirect ELISA antigen capture �"$7;1&5���85"�����T�� IgG3 �(K��4�	�8	 � (����.)�- 4.9) =8�%�
�	
� 7-4C &
0 5-9H  ���5���)(v IgG1 &
0�	
� 12-3F  ���5���)(v  IgG2a 
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����.)�- 4.9  D
ก�����:�58�5���)(v!5.�����	
�5
&5���85"��"$��N� indirect ELISA  
 

�64��	
� 
A492 

IgG1 IgG2a IgG2b IgG3 IgM IgA 
7-4C 1.147 0.126 0.389 0.301 0.296 0.193 
12-3F 0.044 1.068 0.062 0.808 0.072 0.105 
5-9H 1.122 0.120 0.228 0.157 0.140 0.106 

Control IgG3 0.287 0.448 0.663 1.923 0.465 0.178 

 

4.4.2 D
ก��)"�58	�����!5.�����	
�5
&5���85"��%5 TC 7��3(5���0 

ก��6�	����:<5:�.!5.&5���85"�)�-�6��0���%5ก���?��()"�58	���:?��=�0!5.
&5���85"��%5 TC �"$��N� indirect ELISA �"1D
"4.����.)�- 4.10 �
<5ก	����:<5:�.)�-761	%�ก��"3"ก
<�
&�.)�- 492 ����������	%�7ก
1�	�$. 1.000 �"1	����:<5:�.!5.&5���85"�)�-�6��0���?�6�48�	
� 7-4C, 
12-3F &
0 5-9H 	<5 1:20, 1:800 &
0 1:10  ���
?�"48 

����.)�- 4.10  	%�	����:<5:�.!5.&5���85"�:�ก�	
� 7-4C, 12-3F &
0 5-9H )�-�6��0���"$��N�      
                          indirect ELISA 
 

	����:<5:�.!5. 
7-4C 

A492  
	����:<5:�.!5.

12-3F 
A492  

	����:<5:�.!5.
5-9H 

A492 

- 1.223  - 1.448  - 1.048 
1:2.5 1.263  1:25 1.671  1:2.5 1.035 
1:5 1.240  1:50 1.652  1:5 1.042 

1:10 1.208  1:100 1.602  1:10 1.008 
1:20 1.113  1:200 1.488  1:20 0.938 
1:40 0.960  1:400 1.381  1:40 0.804 
1:80 0.703  1:800 1.182  1:80 0.585 

1:160 0.438  1:1600 0.954  1:160 0.363 
1:320 0.243  1:3200 0.696  1:320 0.224 
1:640 0.137  1:6400 0.406  1:640 0.133 

 



 38 

)?�ก��6�	%� IC50 &
0 LOD !5.�����	
�5
&5���85"�:�ก)49. 3 �	
�"1�$��N� 
indirect competitive ELISA �"$7;1 TC 7��3(5���0�(K��4�&!%.!4� 	?���M�"$7;1�(�&ก�� GraphPad 
Prism 4 �"1D
"4.�3()�- 4.6 (2�	D��ก ก  ����.)�- ก.3) =8�%�)49. 3 �	
� 	<5 7-4C, 12-3F &
0 5-9H 761	%� 
IC50 �)%�ก48 11, 57 &
0 261 ����ก�4��%5��

�
������
?�"48 &
0761	%� LOD �)%�ก48 2, 16 &
0 56 ����
ก�4��%5��

�
������
?�"48 �,-.�-?�ก�%�	%� MRL )�-ก?�6�"��1�-?�)�-� ")�- 100 ����ก�4��%5��

�
��� (ppb) 

 

�3()�- 4.6   ก��6�	�����!5.�����	
�5
&5���85"�:�ก�	
� 7-4C, 12-3F &
0 5-9H �%5 TC �"$��N� 
indirect competitive ELISA �"$7;1&5����:� TC-OVA 	����!1�!1� 1 ���	�ก�4��%5��

�
���
�	
<58)�-ก1�6
 � &
0&5���85"�:�ก�	
� 7-4C, 12-3F &
0 5-9H �:<5:�. 1:20, 1:800 &
0 
1:10 ���
?�"48 &!%.!4�ก48 TC 5���0 10-3-104 ����ก�4��%5��

�
���  

4.4.3 D
ก��)"�58	���:?��=�0!5.�����	
�5
&5���85"��%5 TC 

)"�58	���:?��=�0!5.�����	
�5
&5���85"��"$)"�58ก���ก�"(H�ก���$�!1��!5.
�����	
�5
&5���85"� :�ก)49. 3 �	
�"1�$��N� indirect competitive ELISA �%5���7�ก
 %� TCs �"1&ก% 
OTC, CTC, DC &
0 RTC &
0����5กก
 %� TCs 	?���M�"$7;1�(�&ก�� GraphPad Prism 4 �"1D
"4.
�3()�- 4.7, 4.8 &
0 4.9 (2�	D�� ก ก����.)�- ก.4, ก.5, ก.6 &
0 ก.7) &
0����.)�- 4.11, 4.12 &
0 4.13 
=8�%�&5���85"�)�-�"1��	������%5 TC �%�.ก4��"$���$.:�ก	�������ก�(�15$	<5 7-4C, 12-3F &
0 5-9H 
���
?�"48 D
!5.ก���ก�"(H�ก���$�!1��ก48���7�ก
 %� TCs )49. 5 �4�	<5 TC, OTC, CTC, DC &
0 RTC  
=8�%�&5���85"�:�ก)49. 3 �	
�:0�����/�ก�"(H�ก���$�!1��ก48���7�ก
 %� TCs ) ก�4� �49.&�% 2 /,. 307 
�(5�L��#��L"4.����.)�- 4.13 &
0��%�ก�"(H�ก���$�!1��ก48����5กก
 %� TCss &�".761�6#��%������	
�5


10-3 10-2 10-1 100 101 102 103 104 105
0

25

50

75

100 7-4C
IC50 = 11 ng/ml  LOD = 2 ng/ml
12-3F
IC50 = 57 ng/ml  LOD = 16 ng/ml
5-9H
IC50 = 261 ng/ml  LOD = 56 ng/ml

	����!1�!1�!5. TC 5���0 (ng/ml)

%
B/

B 0
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&5���85"�)�-�"1��	���:?��=�0ก48���7�ก
 %� TCs �3. 	�"�%���<-5.:�ก���7�ก
 %� TCs ���	�.��1�.
7ก
1�	�$.ก4� ��<-5�(��$8�)�$8ก48.����:4$!5. Pastor-Navarro &
0	M0 (2007) �,-.�"1&5���85"�)�-
�ก�"(H�ก���$�!1��ก48���7�ก
 %� TCs ) ก�4� �"$�@=�0 RTC ��ก���ก�"(H�ก���$�!1��/,. 90 �(5�L��#��L &
0
7�.����:4$!5. Zheng &
0	M0 (2007) �"1&5���85"�)�-�ก�"(H�ก���$�!1��ก48 CTC /,. 112 �(5�L��#��L  ��
���	
�5
&5���85"�)�-�"1��9	�"�%������/�?���=4}���(K�; "���:�58���7�ก
 %� TCs �"$��N� 
ELISA �"1  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

�3()�- 4.7 ก��)"�58(H�ก���$�!1��!5.�����	
�5
&5���85"� 7-4C �"$��N� indirect competitive 
ELISA �%5���7�ก
 %� TCs �"$7;1&5����:� TC-OVA 	����!1�!1� 1 ���	�ก�4��%5��

�
���
�	
<58)�-ก1�6
 � &
0&5���85"�:�ก�	
� 7-4C �:<5:�. 1:20 &!%.!4�ก48 TC, OTC, CTC, DC 
&
0 RTC 5���0 )�-��	����!1�!1� 10-3-104 ����ก�4��%5��

�
��� 

 

 

 

 

 

 

10-3 10-2 10-1 100 101 102 103 104 105
0

25

50

75

100
TC

OTC
DC
RTC

CTC

	����!1�!1�!5.�4�&!%.!4� (ng/ml)

%
B/

B 0



 40 

����.)�- 4.11    	%� IC50 &
0�(5�L��#��Lก���ก�"(H�ก���$�!1��!5.�����	
�5
&5���85"� 7-4C �%5���7�
ก
 %� TCs &
0����5กก
 %��"$��N� indirect competitive ELISA  

 

�4�&!%.!4� 
IC50 

(ng/ml) 
�(5�L��#��L(H�ก���$�!1�� 

TCs Tetracycline (TC) 12 100 
 Oxytetracycline (OTC) 76 16 
 Chlortetracycline (CTC) 7 168 
 Doxycycline (DC) 89 13 
 Rolitetracycline (RTC) 13 90 

Antibiotics Norfloxacin >10000 <0.01 
 Enrofloxacin >10000 <0.01 
 Streptomycin >10000 <0.01 
 Kanamycin >10000 <0.01 
 Amoxicillin >10000 <0.01 
 Gentamycin >10000 <0.01 
 Penicillin G >10000 <0.01 
 Spectinomycin >10000 <0.01 
 Chloramphenicol (CAP) >10000 <0.01 
 Furazolidone (FZD) >10000 <0.01 
 3-amino-2-oxazolidinone (AOZ) >10000 <0.01 

β-agonists Clenbuterol >10000 <0.01 
 Salbutamol >10000 <0.01 
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�3()�- 4.8     ก��)"�58(H�ก���$�!1��!5.�����	
�5
&5���85"� 12-3F �"$��N� indirect competitive 
ELISA �%5���7�ก
 %� TCs �"$7;1&5����:� TC-OVA 	����!1�!1� 1 ���	�ก�4��%5��

�
���
�	
<58)�-ก1�6
 � &
0&5���85"�:�ก�	
� 12-3F �:<5:�. 1:1600 &!%.!4�ก48 TC, OTC, CTC, 
DC &
0 RTC 5���0 )�-��	����!1�!1� 10-3-104 ����ก�4��%5��

�
��� 
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����.)�- 4.12   	%� IC50 &
0�(5�L��#��Lก���ก�"(H�ก���$�!1��!5.�����	
�5
&5���85"� 12-3F �%5���
7�ก
 %� TCs &
0����5กก
 %��"$��N� indirect competitive ELISA  

 

�4�&!%.!4� 
IC50 

(ng/ml) 
�(5�L��#��L(H�ก���$�!1�� 

TCs Tetracycline (TC) 24 100 
 Oxytetracycline (OTC) 388 6 
 Chlortetracycline (CTC) 391 6 
 Doxycycline (DC) 1065 2 
 Rolitetracycline (RTC) 33 72 

Antibiotics Norfloxacin >10000 <0.01 
 Enrofloxacin >10000 <0.01 
 Streptomycin >10000 <0.01 
 Kanamycin >10000 <0.01 
 Amoxicillin >10000 <0.01 
 Gentamycin >10000 <0.01 
 Penicillin G >10000 <0.01 
 Spectinomycin >10000 <0.01 
 Chloramphenicol (CAP) >10000 <0.01 
 Furazolidone (FZD) >10000 <0.01 
 3-amino-2-oxazolidinone (AOZ) >10000 <0.01 

β-agonists Clenbuterol >10000 <0.01 
 Salbutamol >10000 <0.01 
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�3()�- 4.9 ก��)"�58(H�ก���$�!1��!5.�����	
�5
&5���85"� 5-9H �"$��N� indirect competitive 
ELISA �%5���7�ก
 %� TCs �"$7;1&5����:� TC-OVA 	����!1�!1� 1 ���	�ก�4��%5��

�
���
�	
<58)�-ก1�6
 � &
0&5���85"�:�ก�	
� 5-9H �:<5:�. 1:10 &!%.!4�ก48 TC, OTC, CTC, DC 
&
0 RTC 5���0 )�-��	����!1�!1� 10-3-104 ����ก�4��%5��

�
��� 
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����.)�- 4.13   	%� IC50 &
0�(5�L��#��Lก���ก�"(H�ก���$�!1��!5.�����	
�5
&5���85"� 5-9H �%5���7�
ก
 %� TCs &
0����5กก
 %��"$��N� indirect competitive ELISA 

  

�4�&!%.!4� 
IC50 

(ng/ml) 
�(5�L��#��L(H�ก���$�!1�� 

TCs Tetracycline (TC) 694 100 
 Oxytetracycline (OTC) 1623 43 
 Chlortetracycline (CTC) 226 307 
 Doxycycline (DC) 468 148 
 Rolitetracycline (RTC) 763 91 

Antibiotics Norfloxacin >10000 <0.01 
 Enrofloxacin >10000 <0.01 
 Streptomycin >10000 <0.01 
 Kanamycin >10000 <0.01 
 Amoxicillin >10000 <0.01 
 Gentamycin >10000 <0.01 
 Penicillin G >10000 <0.01 
 Spectinomycin >10000 <0.01 
 Chloramphenicol (CAP) >10000 <0.01 
 Furazolidone (FZD) >10000 <0.01 
 3-amino-2-oxazolidinone (AOZ) >10000 <0.01 

β-agonists Clenbuterol >10000 <0.01 
 Salbutamol >10000 <0.01 
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����.)�- 4.14  D
�� (ก��6��5���)(v ก��t,กu�	����� &
0ก���ก�"(H�ก���$�!1���%5����%�.R !5.    
�����	
�5
&5���85"� 

 


4กuM0��84�� 7-4C 12-3F 5-9H 
�5���)(v  IgG1 IgG2a IgG1 

IC50 (ng/ml)  11 57 261 
LOD (ng/ml)  2 16 56 

�(5�L��#��L(H�ก���$�!1�� TC 100 100 100 
 OTC 16 6 43 
 CTC 168 6 307 
 DC 13 2 148 
 RTC 90 72 91 
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���ก�����	
��
�������	������ก���	�ก��������������ก���
������ 
� !�
��"�
� TC ����
ก�%!&��	�'��� cBSA �	����	
�,����กก���'������-�
�	�%�!&��	� BSA '%.-��	���-�
�	��'����/0� 8.06 
�&
�5�67��5��"�
.��!�
.�8	 TNBS � � ��"�
�&�	
%��	
%�. !�� ก� ��กก-
�� �� ��ก���'������-�
�	�!�

������ MADI-TOF MS '%.-�!&��	� cBSA �	�,���	�. !�� ก�  67415.795 �� ��� �'����/0� 395.13 �� 
��� ��"�
��	
%ก�%!&��	� BSA '%.-��	���-�
�	��'����/0� 24 !�� ก� ��!&��	���- �!�� ก�  ��กก����"�
� 
TC ก�% cBSA  !�
&G�ก���
� Mannich ,���&L� TC-cBSA '%.-��	ก��������-�
�	���ก����"�
��������&L� 
24.42 �&
�5�67��5 � ���กก���&�	
%��	
%�. !�� ก� ��กก����������� MALDI-TOF MS '%.-�
�
������ TC-cBSA �	�,���	�. !�� ก�  71573.811 N����O����.P,��.-�!&��	� cBSA ��- �!�� ก� ��
�	ก����"�
�����
� TC O/� 9 !�� ก�  ��ก��0��/����ก���	�ก����������� 
� 5 ��. ��.
 TC-cBSA '%.-�
6	����
������ 
��	����%�
���%
�	 1:64000-1:512000 � �N����OR ���
���%
�	�	���%ก�% TC ����&

�N��,����ก��. � ����ก� 
��.��6  5�������ก�%�6  5��

	! �� NSI ��0���� 5 ���0� ,���6  5,S%��!�
���	�N����OR ���
���%
�	�-
 TC ����.� 3 !� � �"
!� � 7-4C, 12-3F � � 5-9H 6/������กก��
� 
��.��6  5���0��	� 1, 4 � � 5 ��� ����% � ����กก��V/กW� �กWP�N�%����%"0
�����
�!�!�!� �
 
�
���%
�	�	�,����ก��0� 3 !� � '%.-��
���%
�	��ก!� � 7-4C � � 5-9H �	,
!6,�&X IgG1 � � 12-3F 
�	,
!6,�&X IgG2a ��"�
��N
%�.��,.�-
 TC ����&
�N��� �ก���ก��&G�ก���
�����ก�%N����ก �-� TCs 
� �N���
กก �-� TCs '%.-��
���%
�	�	�,����ก!� � 7-4C �	�.��,.�-
 TC����&
�N����ก�	�N��!�
�	
�-� IC50 � � LOD ��-�ก�% 11 � � 2 ��!�ก����-
��  � ������ ����% �ก��&G�ก���
�����ก�%N����ก �-� TCs 
��ก,&��

����	0 CTC, RTC, OTC � � DC !�
�	�-� 168, 90, 16 � � 13 �&
�5�67��5��� ����% N-.�
�
���%
�	��ก!� � 12-3F �	��	�.��,.�
� ����	�-� IC50 � � LOD ��-�ก�% 57 � � 16 ��!�ก����-

��  � ������ ����% �ก��&G�ก���
�����ก�%N����ก �-� TCs ��ก,&��

����	0 RTC, OTC, CTC � � DC !�

�	�-� 72, 6, 6 � � 2 �&
�5�67��5��� ����% � ��
���%
�	��ก!� � 5-9H �	�-� IC50 � � LOD ��-�ก�% 261 
� � 56 ��!�ก����-
��  � ������ ����% �ก��&G�ก���
�����ก�%N����ก �-� TCs ��ก,&��

����	0 CTC, DC, 
RTC � � OTC !�
�	�-� 307, 148, 90 � � 43 �&
�5�67��5��� ����% � ��
���%
�	��ก��0� 3 !� �,�-
�ก��&G�ก���
�����ก�%N���
กก �-� TCs (&G�ก���
�������

ก.-� 0.01 �&
�5�67��5) ��� ����%  
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�N��.5�ก����N��N���	�ก���������	,�� �	�&��ก�V!�
ก����.�
N�8��PN�� �"
 100 ��!�ก���ก����-
��  � ��� (ppb)  �����0��/��	��.!�����ก�����!�!�!� �
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���%
�	�	�,��,&'�a���&L������.�N
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������ก ก 

�������� ก.1 �
����ก��������������������� 562 �������� ������������ ��������!�� BSA ����%&� 
BCA 

������(��(�� ���� BSA 
(mg/ml) 

A562 

0 0 
0.1 0.162 
0.2 0.274 
0.4 0.517 
0.6 0.698 
0.8 0.945 

 

 

 

�� ��� ก.1 ก��4����!������ ���� BSA ����%&� BCA 
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�������� ก.2 �
����ก��������������������� 562 �������� ������������ ��������!�� cBSA ���
�%&� BCA 

������(��(�� ���� cBSA 
(mg/ml) 

A562 

0 0 
0.1 0.117 
0.2 0.237 
0.4 0.474 
0.6 0.656 
0.8 0.854 

 

 

 

�� ��� ก.2 ก��4����!������ ���� cBSA ����%&� BCA 
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�������� ก.3  �
�ก�����ก��������� 492 ���������������%7���8�ก���� 7-4C, 12-3F ��� 5-9H ���
�%&� indirect competitive ELISA  

TC 
(ng/ml) 

A492 
7-4C 12-3F 5-9H 

0 1.130 0.901 1.149 
0.01 1.168 0.932 1.176 
0.05 1.106 0.933 1.099 
0.1 1.132 1.006 1.161 
0.5 1.152 0.921 1.059 
1 1.090 0.904 1.133 
5 0.833 0.883 1.095 

10 0.635 0.848 1.115 
50 0.210 0.574 1.010 

100 0.125 0.451 0.949 
500 0.059 0.137 0.431 

1000 0.062 0.084 0.280 
5000 0.039 0.058 0.109 

10000 0.056 0.059 0.094 

 

 

 

 

 

 

 

 



55 

 

 

 

 

�������� ก.4  �
�ก�����ก��������� 492 ���������������%7���8�ก���� 7-4C กJ7���K�ก�L
� TCs 
����%&� indirect competitive ELISA  

��	
��
��� 

(ng/ml) 
A492 

TC OTC CTC DC RTC 

0 1.377 1.348 1.269 1.330 1.283 
0.01 1.480 1.352 1.375 1.308 1.250 
0.05 1.417 1.398 1.190 1.366 1.447 
0.1 1.380 1.313 1.327 1.315 1.337 
0.5 1.413 1.401 1.328 1.338 1.324 
1 1.320 1.321 1.207 1.309 1.321 
5 1.169 1.322 1.009 1.229 1.270 

10 0.847 1.218 0.446 1.174 0.827 
50 0.252 0.886 0.128 0.932 0.263 

100 0.135 0.676 0.095 0.701 0.138 
500 0.069 0.249 0.062 0.306 0.062 

1000 0.077 0.152 0.065 0.192 0.062 
5000 0.060 0.097 0.073 0.096 0.059 

10000 0.075 0.083 0.081 0.086 0.078 
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�������� ก.5   �
�ก�����ก��������� 492 ���������������%7���8�ก���� 12-3F กJ7���K�ก�L
� TCs 
����%&� indirect competitive ELISA  

��	
��
��� 

(ng/ml) 
A492 

TC OTC CTC DC RTC 

0 1.526 1.365 1.481 1.375 1.501 
0.01 1.369 1.366 1.333 1.357 1.512 
0.05 1.343 1.278 1.362 1.366 1.504 
0.1 1.379 1.357 1.421 1.325 1.457 
0.5 1.288 1.337 1.359 1.3334 1.440 
1 1.324 1.391 1.347 1.294 1.319 
5 1.164 1.323 1.331 1.339 1.289 

10 1.041 1.218 0.370 1.302 1.066 
50 0.777 1.263 0.256 1.315 0.787 

100 0.494 1.082 0.203 0.288 0.417 
500 0.150 0.793 0.814 0.182 0.137 

1000 0.123 0.510 0.592 0.029 0.068 
5000 0.084 0.195 0.210 0.672 0.059 

10000 0.083 0.209 0.172 0.610 0.056 
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�������� ก.6   �
�ก�����ก��������� 492 ���������������%7���8�ก���� 5-9H กJ7���K�ก�L
� TCs 
����%&� indirect competitive ELISA  

��	
��
��� 

(ng/ml) 
A492 

TC OTC CTC DC RTC 

0 1.774 1.732 1.611 1.614 1.744 
0.01 1.861 1.625 1.631 1.616 1.759 
0.05 1.845 1.789 1.721 1.698 1.841 
0.1 1.858 1.777 1.752 1.707 1.803 
0.5 1.750 1.770 1.694 1.708 1.826 
1 1.826 1.764 1.749 1.686 1.826 
5 1.766 1.744 1.669 1.703 1.814 

10 1.829 1.721 1.751 1.656 1.826 
50 1.739 1.708 1.590 1.618 1.714 

100 1.754 1.682 1.545 1.463 1.758 
500 1.202 1.561 0.315 0.917 1.230 

1000 0.814 1.398 0.156 0.674 0.871 
5000 0.250 0.933 0.073 0.204 0.222 

10000 0.157 0.639 0.072 0.463 0.154 
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�������� ก.7   �
�ก�����ก��������� 492 ���������������%7���8�ก���� 7-4C, 12-3F ���5-9H กJ7
�����กก�L
� TCs ����%&� indirect competitive ELISA  

�J���
��J� 
(10 µg/ml) 

A492 
7-4C 12-3F 5-7H 

 R�
���J���
��J� 1.377 1.279 1.774 
Antibiotics Norfloxacin 1.336 1.394 1.810 

 Enrofloxacin 1.290 1.362 1.780 
 Streptomycin 1.296 1.434 1.842 
 Kanamycin 1.358 1.332 1.816 
 Amoxicillin 1.269 1.462 1.815 
 Gentamycin 1.260 1.411 1.736 
 Penicillin G 1.276 1.374 1.780 
 Spectinomycin 1.275 1.344 1.794 
 Chloramphenicol (CAP) 1.304 1.393 1.829 
 Furazolidone (FZD) 1.265 1.375 1.852 
 3-amino-2-oxazolidinone (AOZ) 1.230 1.416 1.822 

β-agonists Clenbuterol 1.348 1.449 1.872 
 Salbutamol 1.342 1.465 1.818 
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ก�
��

����
 

�.1 ก�����������������`�a�J7ก��������� ����b�a� BSA Ka(� c� cBSA 

0.1 M Sodiumphosphate buffer pH 7.4 
Na2HPO4 e12H2O (MW 358.14) 21.94 ก�J�  
NaH2PO4 eH2O (MW 137.99) 5.34  ก�J� 
�����K��g`�ก�J�� 1 �%�� 

 �J7 pH Ka(R�( 7.4 �(�� 3 M HCl a��� 3 M NaOH  

�.2 ก�����������������`�a�J7�J� ���%�&%h�bก���i�����
� TC กJ7� ����b�a� ����%&� TNBS 

1) 0.1 M Sodium bicarbonate buffer, pH 8.5 
Na2CO3  3.18 ก�J� 
NaHCO3  5.86 ก�J� 
�g`�ก�J��  1  �%�� 

 �J7 pH Ka(R�( 8.5 �(�� 3 M HCl a��� 3 M NaOH  

2) 0.05% TNBS (Picrylsulfonic acid) 
5% TNBS (w/v) �����K� methanol 
Picrylsulfonic acid 5     ก�J� 
Methanol  100 �%��%�%�� 

�8��8�� Stock 5% TNBS � c� 0.05% TNBS K� 0.1 M Sodium bicarbonate, pH 8.5 

3) 10% SDS (Sodium dodecyl sulphate) 
SDS  1 ก�J� 
�g`�ก�J�� 10 �%��%�%�� 

4) 1 N HCl 
Conc. HCl  7.7 �%��%�%�� 

 �J7�(���g`�ก�J��Ka(R�( �%�����L��(��� c�  250  �%��%�%�� 
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�.3 ก�����������������`�a�J7Ki(K�����%� ELISA 

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

NaH2PO4    27.6 ก�J� ������(���g`�ก�J��  1000  �%��%�%�� 
Na2HPO4    71.63   ก�J� ������(���g`�ก�J��  1000  �%��%�%�� 

R������
���(��ก�� 8�R�( pH 7.4 ��(��กm7� c� stock  

2) 0.01 M Phosphate Buffer Saline (PBS), pH 7.4 
PB stock   1 �%��  
NaCl      175.2  ก�J� 
�g`�ก�J��    18  �%�� 

3) 0.05% Tween 20 K� PBS (PBS-T) 
Tween 20    500  R�����%�� 
PBS    1000 �%��%�%�� 

4) 5% ��b�
���J���� 
��b�
���J����   5 ก�J� 
PBS    100 �%��%�%�� 

�������b�
���J����K� PBS (������Ka�
ก
��Ki(���) 

5) 0.15 M Phosphate Citrate buffer, pH 5.0 
Na2HPO4 (MW 141.96) 9.5 ก�J�   
Citric acid (MW 192.13) 7.3 ก�J�   
������(���g`�ก�J��  1  �%�� 

R������
���(��ก�� 8�R�( pH 5.0 ��(��กm7K�
�����i� �กm7����Lnah��% 4  ��o��p��p���  

6) Substrate OPD 
O-phenylenediamine   40 �%��%ก�J� 
0.15 M Phosphate citrate buffer 100 �%��%�%�� 
30% H2O2   0.04 �%��%�%�� 

q��Ka(��(�กJ�K������i� (������Ka�
ก
��Ki(�Lก��Jg�) 
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7) 2.5 M H2SO4 (Stopping reagent) 
H2SO4 (96%)   256 �%��%�%�� 
�g`�ก�J��    744 �%��%�%�� 

�
��r ��ก����K��g`�ก�J�� q��Ka(��(�กJ� 
a����a�L  ����̀����R �i
K��g`�����Lnah��%a(���n���ก��������8�ก8��ก%������(���sg�  

 

�.4 ก����������a�����g���p��t 

1) Stock  HAT 100X 
Hypoxanthine 0.1361 ก�J� ������(���g`�ก�J��  20  �%��%�%�� 
Aminopterin 0.0018 ก�J� ������(���g`�ก�J��  20  �%��%�%�� 
Thymidine 0.0388 ก�J� ������(���g`�ก�J��  20  �%��%�%�� 

�̀�����������
�������q��กJ� ��(���%��g`�ก�J����R Ka(��7 100 �%��%�%�� �̀�R ก����(�� 
Millipore ���� 0.22 um �7
�K�
���r�� 10 �%��%�%�� ��(��กm7R�(����Lnah��% 0 ��o��p��p���   
a����a�L  Aminopterin 8��������ก Ka(�̀�R �L
�K� water bath ����Lnah��%R�
�ก%� 60 ��o�

�p��p���8�ก�
�8������ 

2) 100X HT  
Hypoxanthine 0.1361 ก�J� ������(���g`�ก�J��  20  �%��%�%�� 
Thymidine 0.0388 ก�J� ������(���g`�ก�J��  20  �%��%�%�� 

�̀����������Jg� 2 �����q��กJ� ��(���%��g`�ก�J����R Ka(��7 100 �%��%�%�� �̀�R ก����(�� 
Millipore ���� 0.22 R�������� �7
�K�
���r�� 10 �%��%�%�� ��(��กm7R�(����Lnah��% -20 ��o�
�p��p��� 

3) ��a�����g���p��t RPMI 1640    
RPMI 1640   10.4 ก�J� 
NaHCO3   2 ก�J� 
L-glutamin   0.1 ก�J� 
Glucose    2 ก�J� 
Pyruvic acid   0.11 ก�J� 
�g`�ก�J��    1 �%�� 
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���������Lก��
��K��g`�ก�J�� q��Ka(��(�กJ� ��(��̀�R ก����(�� Millipore ���� 0.22 
R�������� �7
�K�
���r�� 100 �%��%�%�� ��(��กm7R�(����Lnah��% 4 ��o��p��p���  

4) ��a�����g���p��t HT 
��a�����g���p��t RPMI 1640 1 �%�� 
HT 100X   10 �%��%�%�� 

q��Ka(��(�กJ� ��(��̀�R ก����(�� Millipore ���� 0.22 R�������� �7
�K�
���r�� 90 
�%��%�%�� �กm7����Lnah��% 4 ��o��p��p��� 

5) ��a�����g���p��t HAT  
��a�����g���p��t RPMI 1640 1 �%�� 
HAT 100X   10 �%��%�%�� 

q��Ka(��(�กJ� ��(��̀�R ก����(�� Millipore ���� 0.22 R�������� �7
�K�
���r�� 90 
�%��%�%�� �กm7����Lnah��% 4 ��o��p��p��� 

6) 50% PEG (Polyethylene glycol) 
�̀� PEG ���L
�Ka(���������Lnah��% ����n 50 ��o��p��p���  Ki( �%���� 2 �%��%�%�� 

��q��กJ7��a�����g���p��t RPMI 1640  �%���� 2 �%��%�%�� q��Ka(��(�กJ� ��(��7
�K�
a���r 
��  ����n 1 �%��%�%�� �̀�R �กm7R�(����Lnah��% 4  ��o��p��p��� ก
��ก��a�������p��tKa(�̀�
��ก���L
�R�(����Lnah��% 37 ��o��p��p��� 

7) �g`����กm7�p��t�i
��m�K�R�����8��a�� (Freezing  medium) 
 ��a�����g���p��t RPMI 1640 90 �%��%�%�� 
 Dimethyl sulfoxide (DMSO) 10 �%��%�%�� 
q��Ka(��(�กJ� ��(��̀�R �i
����Lnah��% -20  ��o��p��p��� (Ki(����n���m� ����n 4 ��o�
�p��p���) 
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