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Abstract 

Tetracycline (TC) is a broad-spectrum antibiotic used against a wide range of Gram-positive and 
"'"-' 

Gram-negative bacteria. which have been commonly used in veterinary for the purpose of prevention and 

treatment of infectious diseases. The widespread use of TCs could lead to TCs residues in animal­

producing foods. To ensure food safety for the consumers, several authorities around the world have 

established the maximum residue limit (MRL) for TCs. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) is 

considered to be a good alternative because of its simplicity, rapidity, high sensitivity and specificity. 

Three type of ELISA were developed base on monoclonal antibody (MAb 12-3F) against TC. It was 

found that biotin-indirect competitive ELISA test kit is the most suitable method with the average 

inhibition concentration at 50% (IC ) and limit of detection (LOD) value of 2.63 ng/ml and 0.19 ng/ml, so

J 
respectively. The detection range of the prepared test kit was from 2.5 to 100 ng/ml. The specificity of the 

test kit was also tested and found to cross-reacted with antibiotics in TC group between 19-86% and did 

not cross-reacted with other tested compounds. The detection of TC in honey-spiked samples revealed the 

%recovery value between 85%-99% and the % coefficient of variation (CV) between 3-16%. The result 

obtained from this study indicated that the biotin-indirect competitive ELISA was suitable for the 

detection of ractopamine in meat samples. These indicated that the prototype test kit can be used to 

accurately and efficiently deteffiline the amount of tetracycline 
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4.7 	~~fll'jYl~fftlUfl11lJ11'UtI~Utl'W~'UtI~n'U TC 'l..!'jtJ~ff'j~ 1~tJUtJ'j-5~'jlff1'W 'j~Yi11~ TC- 53 

~ 

OVA n'U Ab-biotin ~1tJTI Biotin indirect competitive ELISA 1~mfl~t11JYi~lJ~1tJ TC-OV A 

d 'j/ 'j/ 	 0 Q.I 

0.125, 0.5 U~~ 0.25 ug/ml U~~ Ab-biotin 'Vlfl11lJL"lJ'U'U 0.25, 0.1 U~~ 0.05 ug/ml ~llJ~l~'U 

4.8 	fl'jlvJlJl~'j~1'W'UtI~~~~'j1"fftl'U~l..!U1J'U biotin-indirect competitive ELISA 56 
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4.9 	f)'jl~Uff~~~H'lf)1'j'Vl~~H)lJfl11lJ'1~fl~Ufl'U~lJfl~~fl TC !'U'jtJ~bY'j~ ~l1lJ ~1m1~1~ 1, 57 
<u 

1.5 U~~ 2 i'11lJ~ ~1tJ1tJ'jUf)'jlJ GraphPad Prism 4.03 1~mfl~fllJYi'iJlJ~1tJ TC-OVA 0.125 


ug/ml U~~Ufl'U~lJfl~fl11lJL.,rlJ.,r'U 0.25 ug/ml ~';wn biotin-indirect competitive ELISA 


4.10 	f)'jl~Uff~~~~f)1'j'Vl~bYfllJfl11lJ'1~fl~Ufl'U~lJfl~~flTC!'U~tJ~bY'j~ ~!~ blocking solution 58 

I 	 '"' ~ 31 "LI 
~1~G'j f)'Uflfl 1% OVA, 1% BSA U~~ 5% skim milk ~1tJ ~1J'jUf)'jlJ GraphPad Prism 4.03 

"'I ~ 31 	 ""'..::! 31 31 31 "">C! 

~~mfl~fllJYi'iJlJ~1tJ TC-OV A 0.125 ug/ml U~~Ufl'U~lJfl~fl11lJ ~lJ~'U 0.25 ug/ml ~1tJ11i 

biotin-indirect competitive ELISA 

~ ~ 	d GJ d "'" 
4.11 	 f)'jl~~fl~ TC 'Ul~~'Vl~~~ltJ ~'Uffl'j~~~ltJ PBS, PBST U~~ PBS 'Vl!~lJ 10% !lJ'Vll'Ufl~ 59 

LmtJlJ!.ntJlJtllJ TC !'U PBS ~'liihl1~~ 
dGJ 3IGJ "'" '" ~ ~ 

4.12 Uff~~f)'jl~lJl~'j~l'U~fl~ TC 'Vl ~~ ~'Uf)1'j1!fl'jl~YiYil TC ~lf)'Ul~~ 	 61 
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บทที่  1  

บทน า 

1.1 ความเป็นมา 

ประเทศไทยเป็นประเทศผูผ้ลิตและส่งสินคา้เกษตรและอาหารท่ีส าคญัของโลก  ปัญหาสารตกคา้งใน
กลุ่มยาปฏิชีวนะ เป็นปัญหาส าคญัอยา่งหน่ึงของประเทศไทย  เน่ืองจากในอุตสาหกรรมการเล้ียงสัตว ์มีการ
น ายาปฏิชีวนะหลายชนิดมาใชใ้นกระบวนการผลิตเพื่อเร่งการเจริญเติบโต เพื่อป้องกนัและรักษาโรค  แต่
การใชย้าปฏิชีวนะดงักล่าวอาจตกคา้งในผลิตภณัฑจ์ากสัตว ์ ถา้เกษตรกรมีการน ายาปฏิชีวนะมาใชโ้ดยไม่มี
การควบคุมท่ีดี เช่น ขนาดท่ีจะใช ้ระยะเวลาการใช ้ระยะเวลาหยดุใช ้ พบวา่จะน าไปสู่ปัญหายาปฏิชีวนะ
ตกคา้งและการด้ือยาของเช้ือจุลินทรียม์ากข้ืน ซ่ึงจะส่งผลโดยตรงต่อสุขภาพของผูบ้ริโภคผลิตภณัฑจ์ากสัตว์
นั้น ดงันั้นหน่วยงานท่ี รับผดิชอบเก่ียวกบัความปลอดภยัของผูบ้ริโภค จากประเทศต่างๆ รวมทั้งประเทศ
ไทย เช่น Codex (Joint FAO/WHO Food Standard Program)  EU  คณะกรรมการมาตรฐานสินคา้เกษตร
และอาหารแห่งชาติ (มกอช .) ไดมี้การก าหนดค่าปริมาณสูงสุดท่ีสามารถตรวจพบในผลิตภณัฑอ์าหาร 
(Maximum Residue Limits; MRLs)  ข้ึน  ท าใหผ้ลิตภณัฑอ์าหารจากสัตวมี์ความปลอดภยัต่อผูบ้ริโภค ได้
มาตรฐานและเป็นท่ียอมรับทั้งในประเทศและระหวา่งประเทศ 

เตตราไซคลิน (Tetracycline: TC) เป็นหน่ึงในกลุ่มยาปฏิชีวนะ (antibiotic) ท่ีมีการใชอ้ยา่ง
กวา้งขวางในอุตสาหกรรมการเล้ียงสัตว ์ (antibiotic) ประกอบดว้ยสารเช่น เตตราไซคลิน (TC) ออกซีเตตรา
ไซคลิน (Oxytetracycline:OTC) และ คลอเตตราไซคลิน  (Chrotetracycline: CTC) เป็นตน้ มีคุณสมบติัยบัย ั้ง
การเจริญของแบคทีเรียทั้ง    แกรมบวกและแกรมลบ โดยออกฤทธ์ิขดัขวางการจบัของ tRNA บนไรโบโซม
เช้ือท าใหส้ามารถยบัย ั้งการสังเคราะห์โปรตีนของเช้ือแบคทีเรียได ้จึงนิยมน ามาใชใ้นการป้องกนัและรักษา
โรคติดเช้ือในสัตวอ์ยา่งแพร่หลาย  เช่น ในสุกร โค ไก่ และผึ้ง หรือใชโ้ดยการผสมรวมกบัอาหารสัตวใ์น
ปริมาณนอ้ย แต่ใหส้ัตวกิ์นติดต่อกนัเป็นเวลานานเพื่อเร่งการเจริญเติบ โต ซ่ึงมีผลท าใหเ้กิดการสะสมของยา
และสารเคมีในอวยัวะต่างๆของร่างกายสัตว ์เช่น ในเน้ือ ไข่ น ้านม หรือน ้าผึ้ง  จากการส ารวจของ
สหรัฐอเมริกาเม่ือปี ค.ศ. 1993 ตรวจพบเตตราไซคลินตกคา้งอยูใ่นสัตวบ์่อยถึง  4% ของสัตวท่ี์มียาตกคา้งอยู ่ 
(Lee และคณะ, 2001) การตกคา้งในเน้ื อสัตวแ์ละผลิตภณัฑส์ัตว ์ส่งผลกระทบต่อผูบ้ริโภคผลิตภณัฑจ์าก
สัตวน์ั้น อาจก่อใหเ้กิดการเป็นพิษหรือการแพใ้นผูบ้ริโภค รวมถึงการเกิดการ ด้ือยาในเช้ือก่อโรคโดยเฉพาะ
แบคทีเรียแกรมลบได ้ จาก สาเหตุดงักล่าว ท าใหแ้ต่ละประเทศหนัมาเนน้เร่ืองความปลอดภยัของอาหารโดยมี
การตรว จสอบการตกคา้งของสารเตตราไซคลินในผลิตภณัฑอ์าหารเหล่าน้ี ส าหรับอาหารท่ีจดัไดว้า่ได้
มาตรฐานตามประกาศกระทรวงสาธารณสุขจะตอ้งพบปริมาณสารเตตราไซคลินปนเป้ือนในผลิตภฑัณ์
อาหารจากสัตว ์ไดแ้ก่ กลา้มเน้ือ ตบั ไต ไข่ และ นม นอ้ยกวา่ 0.2, 0.6, 1.2, 0.4 และ 0.1  ug/ml ตามล าดบั 
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(กระทรวงสาธารณสุข , 2550) และในสหรัฐอเมริกาไดก้ าหนดค่าปริมาณท่ีนอ้ยท่ีสุดท่ีสามารถตกคา้งได ้  
ส าหรับเตตราไซคลินในกลา้มเน้ือ ตบั และ ไต เป็น 2, 6 และ 12 ug/ml  (Moats, 2000) ดงันั้นจึงจ าเป็นตอ้งมี
การตรวจวเิคราะห์หาสารตกคา้งของยาปฏิชีวนะในเน้ือสัตวแ์ล ะผลิตภณัฑส์ัตวก่์อนการส่งออกใน
หอ้งปฏิบติัการ โดยทัว่ไปนิยมใชว้ธีิทางเคมีดว้ยเคร่ือง High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 
(Pena และคณะ, 2005; Zhenfeng และคณะ, 2006; Wang และคณะ, 2008) และ Liquid Chromatography-
Mass Spectrometry (LC-MS)/LC MS-MS) (Koesukwiwat และคณะ, 2007;  Giannett และคณะ, 2010) ซ่ึง
การตรวจโดยวธีิเหล่าน้ีสามารถหาปริมาณสารตกคา้งไดถู้กตอ้งและแม่นย  าสูง แต่เคร่ืองมือมีราคาแพง ใช้
เวลานานในการเตรียมตวัอยา่ง และตอ้งอาศยัผูเ้ช่ียวชาญในการวเิคราะห์ นอกจากน้ียงัมีชุดตรวจสอบท่ีใช้
หลกัการของวธีิ  colorimetric method โดยปฏิกิริยาการเกิดสีระหวา่งน ้ายาทดสอบกบัยาแต่ละชนิดเกิดสีท่ี
แตกต่างกนั มีวธีิการไม่ยุง่ยาก ราคาถูก ใชง่้าย ใหผ้ลรวดเร็ว แต่มีขอ้จ ากดัคือ ตอ้งอาศยับุคลากรท่ีมีความ
ช านาญ และปริมาณต ่าสุดท่ีตรวจสอบไดค้่อนขา้งสูง (ระดบั ug/ml) เม่ือเทียบกบัวธีิอ่ืนๆ 

ส าหรับเทคนิคการตรวจวเิคราะห์สารตกคา้งโดยใชห้ลกัการภูมิคุม้กนั เช่นเทคนิค Enzyme-linked 

immunosorbent Assay (ELISA) เป็นเทคนิคท่ีใชก้นัอยา่งกวา้งขวางใ นการตรวจหาสารตกคา้งในผลิตภณัฑ์

จากสัตว ์ (Pastor-Navarro และคณะ, 2007; Zhangและคณะ, 2007; Jeon และคณะ, 2008) โดยอาศยัหลกัการ

ตรวจวดัแอนติเจน โดยการใชแ้อนติบอดีท่ีจ  าเพาะกบัแอนติเจน ซ่ึงวธีิน้ีเป็นวธีิการท่ีประหยดั รวดเร็ว มี

ความแม่นย  าสูง สามารถหาสารตกคา้งปริมาณนอ้ยได ้การตรวจสอบโดยวธีิ ELISA น้ีเป็นวธีิท่ีไม่ใช้

เคร่ืองมือท่ีซบัซอ้น สามารถตรวจสอบตวัอย่ างเบ้ืองตน้ไดเ้ป็นจ านวนมากเพื่อเป็นการคดักรองตวัอยา่ง

ก่อนท่ีจะน าไปตรวจโดยการใชเ้คร่ืองมือ เช่น LC-MS จึงท าใหต้น้ทุนในการตรวจสารน้ีลดลง ตวัอยา่งชุด

ตรวจสอบ ELISA ท่ีมีจ  าหน่าย เช่น MaxSignalTM Tetracycline ELISA Test Kit ใชต้รวจสอบเตตราไซคลิน

ท่ีตกคา้งในผลิตภณัฑอ์าหารต่างๆ สามารถตรวจสอบความเขม้ขน้ท่ีต ่าท่ีต  ่าสุดถึง 0.1 ng/ml  ทั้งน้ีคณะผูว้จิยั

ไดป้ระสบความส าเร็จในการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อเตตราไซคลินแลว้ (รายงานฉบบัสมบูรณ์ ทุน

รัชดา )  และจะน าโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีไดน้ี้ไปพฒันาเป็นชุดตรวจสอบเตตราไซคลิน ตกคา้งใน

ผลิตภณัฑอ์าหาร โดยวธีิ ELISA  ส าหรับงานวจิยัน้ีต่อไป 

1.2   วตัถุประสงค์ 

พฒันาชุดตรวจสอบเตตราไซคลินตน้แบบ โดยวธีิ ELISA  
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1.3  ขอบเขตงานวจัิย 

1  เล้ียงเซลลไ์ฮบริโดมาท่ีผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อเตตราไซคลิน 

2.  ท าโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหบ้ริสุทธ์ิ 

3.  เตรียมชุดตรวจสอบเตตราไซคลินโดยวธีิ ELISA แบบต่างๆ 

4.  ประเมินประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบเตตราไซคลิน 

5. วเิคราะห์เตตราไซคลินดว้ยชุดตรวจสอบตน้แบบ ในตวัอยา่งน ้าผึ้ง  

1.4  ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ 

 สามารถน าชุดตรวจสอบเตตราไซคลินตน้แบบ โดยวธีิ ELISA ไปวเิคราะห์หาเตตราไซคลินตกคา้งใน

น ้าผึ้งได ้
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บทที่  2  

แนวคดิและเอกสารงานวจิยัที่เกีย่วข้อง 

2.1 แนวคิดและทฤษฎี 

2.1.1  ทีม่าและกลไกการออกฤทธ์ิสารกลุ่มเตตราไซคลิน 

สารกลุ่มเตตราไซคลิน (Tetracyclines; TCs) เป็นสารท่ีผลิตข้ึนเพื่อใหอ้อกฤทธ์ิในวงกวา้ง
ท าลายแบคทีเรียทั้งแกรมบวกและแกรมลบ สารในกลุ่มน้ีผลิตข้ึนมาจาก แบคทีเรียในตระกลู Streptomyces 
สารตวัแรกท่ีคน้พบคือคลอเตตราไซคลิน (Chlortetracycline; CTC) คน้พบในปี ค .ศ. 1048 โดยแยกไดจ้าก
Streptomyces aureofaciens อีก 2 ปีต่อมาก็คน้พบออกซิเตตราไซคลิน (Oxytetracycline; OTC) โดยแยกได้
จาก Streptomyces rimosus ต่อมาในปี 1952 สามารถผลิตสารกลุ่มน้ีในรูปก่ึงสังเคราะห์ข้ึนมาได ้โดยการดึง
เอาอะตอมของคลอรีนออกจาก  CTC สารท่ีผลิตไดใ้หม่น้ีจะเรียกวา่เตตราไซคลิน (Tetracycline; TC) 
เหมือนช่ือกลุ่มสาร ในปัจจุบนัน้ีไดมี้การผลิตสารในกลุ่มน้ีตวัใหม่ข้ึนมาใชอี้กหลายตวั ไดแ้ก่ดอกซีไซคลิน 
(Doxycycline; DC) ดีมีคลอไซคลิน (Demechlocycline; DMC) เมธาไซคลิน (Methacycline; MC) และโรลิ
เตตราไซคลิน (Rolitetracycline; RTC) (กมลชยั ตรงวานิชนาม, 2547) 

กลไกการออกฤทธ์ิของสารในกลุ่ม TC สามารถเกิดได้หลายแบบ ดังนี ้
1) Active chelation ของไอออนบวก (cation) โดยจะไปเกาะกบัแมกนีเซียม แมงกานีส และ

แคลเซียม ยบัย ั้งการเกิด oxidative phosphorylation ในไมโตคอนเดรียของเซลลร่์างกาย
สัตว ์

2) ยบัย ั้งระบบเอนไซมท่ี์จ าเป็น โดย CTC จะยบัย ั้ง organic nitroreductase ของแบคทีเรีย 
3) ขดัขวางการสร้างโปรตีนของแบคทีเรียท่ีก าลงัเจริญแบ่งเซลล ์ซ่ึงเป็นการออกฤทธ์ิท่ีส าคญั

ของสารกลุ่มน้ี โดยจะไปเกาะกบัส่วน ไรโบโซมยอ่ย 50s ของ 70s ไรโบโซม ของ
แบคทีเรีย ไปขดัขวางการขนยา้ยกรดอะมิโน จาก aminoacyl t-RNA ไปยงัส่วนพอลิเปป
ไทด ์ท าใหแ้บคทีเรียหยดุการเจริญและแบ่งเซลล ์(bacteriostatic) 
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ขอบเขตการออกฤทธ์ิของสารในกลุ่ม TCs แบ่งออกได้ดังนี ้
1) ออกฤทธ์ิวงกวา้ง (broad spectrum) ต่อแบคทีเรียทั้งแกรมบวกและแกรมลบ โดยสารจะไป

ออกฤทธ์ิยบัยงัการเจริญและแบ่งเซลลข์อง แบคทีเรีย โดยจะออกฤทธ์ิไดดี้ต่อเ ช้ือแบคทีเรีย
แกรมบวกมากกวา่ แบคทีเรียแกรมลบ โดยเช้ือแบคทีเรียท่ีไวต่อสารในกลุ่มน้ีไดแ้ก่ β-
hemolytic Streptococci, nonhemolytic Streptococci, Clostridium, Brucella, Hemophius 
และ Klebsiella 

2) ออกฤทธ์ิท าลาย pathogenic agent บางชนิดท่ีสา รปฏิชีวนะชนิดอ่ืนท าลายไม่ได ้เช่น 
Rickettsiae, ไวรัสขนาดใหญ่ เช่น Psittacosis ในสัตว ์และ Lymphogranuloma venereum 
ในคน 

3) ออกฤทธ์ิท าลายเช้ือ Mycoplasma, Spirochete และ Actinomycetes 
4) ถา้ใหป้ริมาณสูงๆจะออกฤทธ์ิท าลายเช้ือโปรโตซวัได ้

 สูตรโครงสร้างทางเคมี ลักษณะ และสมบัติของสารในกลุ่ม TCs 

สารทุกตวัในกลุ่ม TCs จะมีโครงสร้างหลกัท่ีเหมือนกนัคือ hydronapthacene skeleton หรือ
เรียกวา่ Tetracycline nucleus ดงัรูปท่ี 2.1 

 

รูปท่ี 2.1 สูตรโครงสร้างทางเคมีของสารในกลุ่ม TCs 
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สาร TCs ในรูปผงผลึกจะมีสีเหลือง ไม่มีกล่ิน และมีรสขมเล็กนอ้ย เก็บไวไ้ดน้าน สารกลุ่ม
น้ีในรูปเป็นเบสจะละลายน ้าไดเ้ล็กนอ้ยท่ี pH 7 ละลายไดเ้พียง 0.25-0.5 มิลลิกรัมต่อน ้า 1 มิลลิลิตร สารใน
กลุ่ม TCs จดัเป็น amphoteric compound สามารถเกิดเป็นเกลือกบักรดหรือด่าง เช่น การ เกิดเกลือกบักรด
ไฮโดรคลอริก เกลือของสารกลุ่มน้ีจะสามารถละลายน ้าไดดี้ สารกลุ่ม TC ในรูปเกลือไฮโดรคลอไรดม์กั
นิยมใหกิ้นในรูปแคปซูล แต่สารน้ีจะเกิดเป็นสารประกอบโลหะเชิงซอ้นกบั chelating agent และไอออน
ของโลหะเช่น แคลเซียม แมกนีเซียม และเหล็ก จึงอาจเกิดสารประกอบเ ชิงซอ้นท่ีไม่สามารถถูกดูดซึมใน
ทางเดินอาหารได ้ฤทธ์ิของสารท่ีใหกิ้นจึงข้ึนกบัสารส่วนท่ีไม่จบักบัไอออนของโลหะเน่ืองจากจะถูกดูดซึม
เขา้สู่ร่างกายโดยตรง ตามปกติ pH ของทางเดินอาหารและ pKa ของสารกลุ่มน้ีเหมาะส าหรับการท่ีสารจะถูก
ดูดซึมเขา้ไปออกฤทธ์ิในร่างกาย (กมลชยั ตรงวานิชนาม, 2547) 

พิษของยาตกค้าง TC 

การเกิดการตกคา้งของสาร TCs ในผลิตภณัฑอ์าหารต่างๆในระดบันอ้ยกวา่ 1 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร (ug/ml) จะไม่เกิดผลเฉียบพลนัต่อผูบ้ริโภค แต่อาจท าใหเ้กิดอนัตรายต่อสุขภาพของผูบ้ริโภคไดใ้น
ระยะยาว เน่ืองจากการท่ีสารตกคา้งในเน้ือสัตว์ และผลิตภณัฑจ์ากสัตวท่ี์บริโภคเขา้ไปมีปริมาณนอ้ยไม่
ถึงกบัขนาดท่ีใชรั้กษาโรค จึงไม่ท าใหเ้ช้ือโรคท่ีมีในร่างการตายแต่กลบัท าใหเ้ช้ือโรคนั้นปรับตวัและด้ือต่อ
ยา ท าใหเ้กิดปัญหาการรักษาโรคในภายหลงัได ้และถา้ตรวจพบในระดบั 5-7 มิลลิกรัมต่อลิตร อาจท าเกิด
อนัตรายต่อร่า งกายของผูบ้ริโภคไดโ้ดยเฉพาะในผูป่้วยโรคเบาหวานหรือผูท่ี้มีภูมิคุม้กนับกพร่อง โดยจะ
สามารถท าลาย normal flora จนท าใหเ้กิดการติดเช้ือแทรกซอ้นจากเช้ือรา และแบคทีเรียอ่ืนๆ ท าใหมี้อาการ
ทอ้งเดิน มีไขจ้ากแบคทีเรีย Staphylococci เกิดการติดเช้ือรา Candida albicans ในช่องปาก ล าคอ ช่องคลอด 
หรือทางเดินอาหาร มีผลต่อกระดูกและฟัน โดย TC จะไปจบักบัแคลเซียมท่ีกระดูกและฟัน ยบัย ั้งการเจริญ
ของกระดูกและฟัน สารท่ีเกาะบริเวณฟันจะท าใหฟั้นมีสีน ้าตาลและเม่ือถูกแสงสีน ้าตาลจะยิง่เขม้ข้ึน 
เน่ืองจากสารกลุ่มน้ีสามารถผา่นรกได ้ดงันั้นถา้ใชข้ณะตั้งครรภจ์ะท าใหฟั้นน ้านมของทารกมีสีน ้าตาลแต่จะ
ไม่มีผลกบัฟันแท ้นอกจากน้ีสาร TCs ทุกชนิดยงัท าใหผ้วิหนงัแพต่้อแสง ผวิไหม ้และรู้สึกชาบริเวณท่ีถูก
แสงเป็นตน้ (ปริญญา มาสวสัด์ิ, 2550) 

     2.1.2.  มาตรฐานยาสัตว์ตกค้างกลุ่ม TCs 

 ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข (ฉบบัท่ี 303) พ.ศ.  2550 เร่ือง อาหารท่ีมียาสัตวต์กคา้ง ไดใ้ห้
นิยามค าวา่ ยาสัตว์ หมายความวา่ สารใดๆท่ีใหแ้ก่สัตวท่ี์ใชเ้ป็นอาหารส าหรับมนุษย ์เช่น สัตวท่ี์ใหเ้น้ือหรือ
นม สัตวปี์ก สัตวน์ ้าและผึ้ง  เพื่อวตัถุประสงคใ์นการรักษา ป้องกนั  หรือวนิิจฉยัโรค  หรือเพื่อวตัถุประสงค์
ในการเปล่ียนแปลงทางสรีระหรือพฤติกรรมของสัตวน์ั้น  ยาสัตว์ตกค้าง   หมายความวา่  ยาสัตวท่ี์เป็น
สารประกอบตั้งตน้ (Parent drug) สารในกระบวนการสร้างและสลายของสัตว์  (Metabolite)  และสารอ่ืนท่ี
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ปนมากบัยาสัตว ์ (Associated impurities)  อาหารท่ีมียาสัตว์ตกค้าง   หมายความวา่  ส่วนของเน้ือเยือ่ อวยัวะ
หรือผลิตผลของสัตวท่ี์บริโภคได ้ซ่ึงพบยาสัตวต์กคา้ง 

ตารางท่ี 2.1  ปริมาณยาสัตวต์กคา้งกลุ่ม TCs สูงสุดท่ีอนุญาตใหต้รวจพบไดใ้นอาหาร (Maximum    
Residues Limits, MRLs)  

 
ชนิดของยาสัตวต์กคา้ง ชนิดของ

สัตว ์
ชนิดของเน้ือเยือ่ หรือ 
ผลิตผลของสัตว ์

ปริมาณตกคา้งสูงสุด 
( ไมโครกรัมต่อ 1 
กิโลกรัม หรือต่อ 1 
ลิตรของน ้านม) 

คลอเตตราไซคลิน/ออกซิเตตรา
ไซคลิน/เตตราไซคลิน ในรูปของ
คลอเตตราไซคลิน/ออกซิเตตรา
ไซคลิน/เตตราไซคลิน อยา่งหน่ึง
อยา่งใด  หรือผลรวมของยาทั้ง 3 
ชนิด (Chlotetracycline/ 
Oxytetracycline/Tetracycline, 
single or in combination) 

โค 
โค 
โค 
โค 
สุกร 
สุกร 
สุกร 
แกะ 
แกะ 
แกะ 
แกะ 

สัตวปี์ก 
สัตวปี์ก 
สัตวปี์ก 
สัตวปี์ก 
ปลา* 

กุง้กุลาด า* 

กลา้มเน้ือ 
ตบั 
ไต 

น ้านม 
กลา้มเน้ือ 

ตบั 
ไต 

กลา้มเน้ือ 
ตบั 
ไต 

น ้านม 
กลา้มเน้ือ 

ตบั 
ไต 
ไข่ 

กลา้มเน้ือ 
กลา้มเน้ือ 

 

200 
600 

1,200 
100 
200 
600 

1,200 
200 
600 

1,200 
100 
200 
600 

1,200 
400 
200 
200 

ท่ีมา : ประกาศกระทรวงสาธารณสุข (ฉบบัท่ี 303) พ.ศ.  2550 เร่ือง อาหารท่ีมียาสัตวต์กคา้ง 

หมายเหตุ   * ออกซีเตตราไซคลิน ชนิดเดียว 
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2.1.3   การตรวจวเิคราะห์เตตราไซคลนิ 

 2.1.3.1 การตรวจวิเคราะห์เตตราไซคลินด้วยวิธีทางเคมี 
                  เน่ืองจาก TC เป็นยาปฏิชีวนะท่ีมีการนิยมใชก้นัอยา่งแพร่หลาย ท าใหเ้กิดการ

ตกคา้งในผลิตภณัฑจ์ากสัตว ์จึงตอ้งมีการตรวจหาการตกคา้งของ TC ดว้ยเทคนิคต่างๆ การตรวจวเิคราะห์ เต

ตราไซคลินโดยวธีิทางเคมีนั้นสามารถท าไดห้ลายเทคนิคดงัแสดงในตาราง  2.4 โดยเทคนิคทางเคมีท่ีเป็นท่ี

นิยม คือ เทคนิค  high performance liquid chromatography (HPLC) เป็นเทคนิคท่ีมีความไวสูง ใหผ้ลการ

ตรวจสอบท่ีถูกตอ้งแม่นย  า แต่เทคนิคน้ีตอ้งใชเ้วลาในก ารวเิคราะห์แต่ละตวัอยา่งนาน จึงท าการตรวจ

ตวัอยา่งไดน้อ้ย ตน้ทุนในการวเิคราะห์มีราคาสูง เน่ืองจากเคร่ืองมือและอุปกรณ์ท่ีใชมี้ราคาแพง อีกทั้ง

จ  าเป็นตอ้งวเิคราะห์ในหอ้งปฏิบติัการ และตอ้งอาศยัผูช้  านาญการในการวเิคราะห์อีกดว้ย  ท าใหไ้ม่เหมาะ

กบัการตรวจคดักรองตวัอยา่งจ านวนมาก 

ตารางท่ี 2.2 การตรวจวเิคราะห์เตตราไซคลินดว้ยวธีิทางเคมี 

เทคนิค ค่า LOD (ng/ml) ตวัอยา่ง เอกสารอา้งอิง 

HPLC-FL 110 

750 

น ้าผึ้ง 

นมพร่องมนัเนยและ

นมท่ีมีไขมนั 

นรินทร์ และคณะ, 2551 

Siva และคณะ,2005 

HPLC-ESI-TOF-MS 0.05 น ้าผึ้ง Pancorbo และคณะ, 2008 

HPLC-UV 50 น ้าผึ้ง Thompson และคณะ, 2005 

LC-UV 15 น ้าผึ้ง Vinas และคณะ, 2004 

หมายเหตุ Detector: Fl: fluorescence, ESI-TOF-MS: diode array electrospray time-of-flight- mass 

spectrometry, UV: Ultraviolet, LOD: limited of detection 
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2.1.3.2   การตรวจวิเคราะห์เตตราไซคลินโดยวิธีทางภูมิคุ้มกันวิทยา 

                                    เทคนิคทางดา้นภูมิคุม้กนัวทิยามีความสะดวกในการน าไปใชต้รวจคดักรองนอก
สถานท่ี และประหยดักวา่เทคนิคทางเคมีดงัท่ีกล่าวไปเบ้ืองตน้ จึงท าใหเ้ทคนิคทางดา้นภูมิคุม้กนัวทิยาเป็นท่ี
นิยมใชก้นั ในปัจจุบนัการวเิคราะห์ท่ีอาศยัวธีิทางอิมมูโนวทิยา (immunological method) ไดแ้ก่ วธีิเอนไซม์
ลิงคอิ์มมูโนซอร์เบนตแ์อสเสย ์ (enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) ท่ีเป็น 
immunochromatographic assay (strip test) หรือ sensor chip เทคนิคน้ีเป็นเทคนิคท่ีมีความไวสูง ใหผ้ลการ
ตรวจสอบท่ีถูกตอ้งแม่นย  า และมีความจ าเพาะ (specificity) สูง   เน่ืองจากอาศยัการจบักนัของแอนติเจนกบั
แอนติบอดี สามารถตรวจเตตราไซคลิน ไดใ้นระดบัพิโคกรัม (picogram) และ       นาโนกรัม (nanogram)  

ส่วนหลกัการของเทคนิค ELISA นั้นอาศยัหลกัการท าปฎิกิริยาระหวา่งแอนติเจน 
คือ เตตราไซคลิน กบัแอนติบอดีต่อ เตตราไซคลิน ซ่ึงมีการติดฉลากดว้ยเอนไซมแ์ทนสารกมัมนัตภาพรังสี 
โดยใชแ้อนติเจนหรือแอนติบอดีเคลือบติดกบัพื้นผวิ (solid support)  ท าใหเ้กิดการจบักนัระหวา่งแอน ติเจน
และแอนติบอดี ตรวจวดัการจบักนัของเอนไซมท่ี์ติดฉลากกบัแอนติเจนหรือแอนติบอดี ซ่ึงเอนไซมจ์ะเป็น
ตวัช่วยในการขยายความสามารถในการตรวจสอบปฏิกิริยาระหวา่งแอนติเจนและแอนติบอดีท่ีเกิดข้ึน จึง
เป็นปฏิกิริยาท่ีมีความไว ความจ าเพาะสูง และมีการจบักนัอยา่งเหนียวแน่น (high affinity) เทคนิค ELISA น้ี
เป็นวธีิท่ีอาศยัปฎิกิริยาทางภูมิคุม้กนัมีความนิยมมากในปัจจุบนั สามารถใชใ้นการวดัระดบัสารท่ีตอ้งการ
ตรวจวดัไดอ้ยา่งแม่นย  า มีความจ าเพาะและความไวสูง สะดวก ใชง้านไดง่้าย ไม่เป็นพิษกบัส่ิงแวดลอ้ม 
ความถูกตอ้งสูงใหผ้ลการตรวจวดัใกลเ้คี ยงกบัการตรวจวดัดว้ยวธีิทางเคมี แต่ใชเ้วลานอ้ยและวเิคราะห์
ตวัอยา่งไดค้ราวละมากๆ และมีการใชอ้ยา่งแพร่หลาย   

   เน่ืองจากเทคนิค ELISA  มีขอ้ดีในการใชต้รวจคดักรองตวัอยา่งก่อนส่งตรวจดว้ย

เทคนิคทางเคมี  จึงมีชุดตรวจสอบ TC ออกมาจ านวนมาก ซ่ึงในประเทศไทยมีการน าเขา้มาจ าหน่าย 

ตวัอยา่งเช่น ชุดตรวจวนิิจฉยัส าเร็จรูปยีห่อ้ RIDASCREEN® Tetracycline (รูปท่ี 2.2) ท่ีเป็น indirect ELISA 

ใชต้รวจตวัอยา่งเน้ือสัตว ์น ้านม และน ้าผึ้ง ราคาชุดละประมาณ 20,000 – 30,000 บาท  มีอายกุารใชง้าน

ประมาณ 6 เดือน ถึง 1 ปี สามารถตรวจสาร  tetracycline และ rolitetracycline ไดใ้นระดบั 1.5 ng/ml ใน

น ้านม 15  ng/ml ในน ้าผึ้ง และ 6 ng/ml ในเน้ือสัตว ์เกิดการท าปฏิกิริยาขา้มกบัสารในกลุ่ม TCs เท่ากบั 5-

125% (สถาบนัอาหาร, 2553 ; R-Biofarm, 2009) 

ส่วนอีกยีห่อ้ คือ MaxSignal® Tetracyclinerecovery  ท่ีเป็น indirect ELISA มีอายุ

การใชง้านประมาณ 1 ปีเม่ือเก็บ ท่ีอุณหภูมิ 2-8 องศาเซลเซียส ใชต้รวจตวัอยา่งเน้ือสัตวแ์ละน ้าผึ้งไดต้  ่าสุดท่ี 

2 และ 2.5  ng/ml เกิดการท าปฏิกิริยาขา้มกบัสารในกลุ่ม TCs เท่ากบั 6-122% (Bioo, 2009) 

 

http://www.biooscientific.com/product.php?name=Tetracycline&detail=Tetracycline&nid=_type10&cid=_product118
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รูปท่ี 2.2 ชุดตรวจวนิิจฉยัส าเร็จรูปยีห่อ้ RIDASCREEN® Tetracycline  

2.1.4   สถานการณ์และทศิทางการพฒันาชุดตรวจสอบในประเทศไทย 

           ประเทศสหรัฐอเมริกาและเยอรมนั เป็นผูผ้ลิตชุดตรวจสอบรายใหญ่ท่ีสุดของโลก 
 (ดงัตารางท่ี 2.3)   

 
ตารางท่ี 2.3   ประเทศผูผ้ลิตและผูใ้ชชุ้ดตรวจวนิิจฉยัทางการแพทยร์ายใหญ่ของโลก 

ประเทศ ตลาดดา้นการผลิตคิดเป็นร้อย
ละของมูลค่าตลาดโลก 

ตลาดดา้นการใชคิ้ดเป็นร้อยละ
ของมูลค่าตลาดโลก 

สหรัฐอเมริกา 48 45 

เยอรมนั 29 10 

สหภาพยโุรป (ยกเวน้เยอรมนั) 15 22 

ประเทศอ่ืน 8 23 

แหล่งขอ้มูล : The Theta reports diagnostic market and technology trends: year 2000 and beyond     
   2000 (ธารารัตน์ ธารากุล, 2545) 

http://www.biooscientific.com/product.php?name=Tetracycline&detail=Tetracycline&nid=_type10&cid=_product118


11 
 

          โดยประเทศไทยก็เป็นประเทศหน่ึงท่ีสั่งซ้ือชุดตรวจสอบจากต่างประเทศรวมมูลค่ามหาศาล
ในแต่ละปีและมีแนวโนม้เพิ่มข้ึนอยา่งต่อเน่ือง ประเทศไทยมีการน าเขา้ชุดตรวจสอบร้อยละ 95 โดยมีการ
ผลิตภายในประเทศนอ้ยกวา่ร้อยละ 5  ซ่ึงส่วนใหญ่ใชง้านดา้นการแพทย ์ดา้นปศุสัตว ์ดา้นส่ิงแวดลอ้ม และ
การใชง้านทางการเกษตร เพื่อวนิิจฉยัการปนเป้ือนของผลิตภณัฑท์างการเกษตร และตรวจสอบสารตกคา้ง
ในอาหารดว้ย ปัจจุบนัมีความต่ืนตวัท่ีจะท าการวจิยัและพฒันาชุดตรวจวนิิจฉยัอยูพ่อสมควร  เน่ืองจากชุด
ตรวจวนิิจฉยัโดยหลกัการวทิย าภูมิคุม้กนั มีการใชก้นัอยา่งกวา้งขวางสามารถน าไปใชง้านไดท้นัที โดยไม่
ตอ้งทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมอีก โดยระยะท่ีผา่นมามีการพฒันาอยา่งกา้วกระโดดร่วมกบัเทคโนโลยี
ทางพนัธุวศิวกรรมและเทคโนโลยชีีวภาพ ท าใหส้ามารถพฒันาการผลิตแอนติบอดี และแอนติเจนท่ีใชเ้ป็น
ส่วนประกอบส า คญัในชุดตรวจท่ีมีคุณภาพดีข้ึนอยา่งชดัเจน รวมถึงการพฒันาชนิด และคุณภาพของ
เทคโนโลยใีนการวดัและตรวจจบัสัญญาณ (signal detection) ท่ีเกิดจากปฏิกิริยาท่ีเกิดระหวา่งแอนติเจนกบั
แอนติบอดีดว้ย  ร่วมกบัการพฒันาการเพิ่มความไวของการตรวจวดัอีกดว้ย  [18] ชุดตรวจสอบท่ีใชใ้น
ปัจจุบนัมีราคาต่อหน่วยค่อนขา้งสูง (รูปท่ี 2.5) จากสถานการณ์น้ีท าใหมี้ความสนใจท่ีจะท าการพฒันาและ
ผลิตชุดตรวจวนิิจฉยัมากข้ึนเร่ือยๆ เน่ืองจากมีโอกาสพฒันาผลิตภณัฑท่ี์มีราคาเหมาะสมต่อการใชง้านใน
สภาวะท่ีเหมาะกบัภูมิภาคและอาจจะสามารถส่งออกไปยงัต่างประเทศได ้ 

  การวจิยัและพฒันาชุดตรวจสอบอยา่งเป็นระบบ จะท าใหป้ระเทศไทยสามารถท่ีจะวจิยั 
พฒันาและผลิตชุดตรวจสอบคุณภาพสูงไดใ้นระดบัหน่ึง ซ่ึงจะเป็นผลดีต่อเศรษฐกิจ สุขภาพอนามยั สังคม 
รวมทั้งต่อการพฒันาทางวทิยาศาสตร์ และเทคโนโลยขีองชาติ อนัจะเป็นพื้นฐานของการวจิยัและพฒันา
เทคโนโลยชิีวภาพในดา้นอ่ืนๆ ต่อไป (ธารารัตน์ ธารากุล, 2545) 

 
2.1.5      หลกัการ enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)  

              การตรวจท่ีอาศยัหลกัการทางภูมิคุม้กนัวทิยาท่ีนิยมใชม้ากในปัจจุบนั คือ enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA) หรือ enzyme immunoassay (EIA) ซ่ึงใชแ้อนติเจนหรือแอนติบอดีเคลือบ
ติดพื้นผวิ และตรวจวดัสัญญาณจากปฏิกิริยากบัเอนไซมท่ี์ติดฉลากบนแอนติเจนหรือแอนติบอ ดี วธีิ ELISA 
ไดพ้ฒันาต่อมาจาก radioimmunoassay (RIA) โดยเปล่ียนจากการติดฉลากดว้ยสารรังสี เป็นการติดฉลาก
ดว้ยเอนไซม ์แลว้ตรวจวดัปฏิกิริยาดว้ยสารท่ีเป็นสารตั้งตน้ของเอนไซมแ์ละเปล่ียนสีไดเ้ม่ือกลายเป็น
ผลิตภณัฑ ์การเปล่ียนจากสารรังสีมาเป็นเอนไซมน้ี์ท าใหก้ารตรว จมีความสะดวกมากข้ึน ไม่ตอ้งใชรั้งสีท่ีมี
อนัตราย ทิ้งของเสียไดง่้ายข้ึน และชุดตรวจมีอายกุารใชง้านไดน้านเพราะไม่มีการหมดอายขุองสารรังสี การ
พฒันา ELISA รูปแบบต่างๆท าใหส้ามารถใชเ้ทคนิคน้ีในการตรวจสอบทั้งแอนติเจนและแอนติบอดีในแง่
คุณภาพหรือปริมาณได ้การตรวจสอบใน เชิงปริมาณสามารถท าไดโ้ดยใชแ้อนติเจนหรือแอนติบอดีท่ีทราบ
ปริมาณเตรียมเป็นกราฟมาตรฐานส าหรับเปรียบเทียบกบัผลท่ีไดจ้ากตวัอยา่ง  [18] กลไกการท าปฏิกิริยา
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ระหวา่งแอนติเจนและแอนติบอดี  แบ่งไดเ้ป็น 2 ประเภท คือ competitive ELISA และ non competitive 
ELISA 

2.1.5.1  non competitive ELISA 
                การทดสอบน้ีสามารถใชต้รวจสอบหาแอนติบอดีและแอนติเจน โดยอาจแบ่งไดเ้ป็น 

2 ประเภทหลกั คือ  

ก.  direct ELISA  
             หลกัการแสดงในรูปท่ี 2.3 คือเคลือบจานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลุมดว้ยแอนติบอดี

ท่ีจ  าเพาะต่อแอนติเจนท่ีตอ้งการตรวจหาในตวัอยา่ง เม่ือเติมส่ิงส่งตรวจท่ีมีแอนติเจน พร้อมกบัเติม

แอนติเจนท่ีติดฉลากดว้ยเอนไซม ์แอนติเจนทั้งสองจะจบักบัแอนติบอดีดงักล่าว จากนั้นลา้งส่วนท่ีไม่ท า

ปฏิกิริยาออก แลว้จึงเติมแอนติบอดี ซ่ึงมีความจ าเพาะต่ อแอนติเจน ท่ีตอ้งการตรวจและติดฉลากดว้ย

เอนไซมล์งไปในปริมาณท่ีมากพอ ซ่ึงจะไปท าปฏิกิริยากบัแอนติเจนท่ีจบักบัแอนติบอดีตวัแรก จากนั้นลา้ง

ส่วนท่ีไม่ท าปฏิกิริยาออก เติมสับสเตรตของเอนไซม ์แลว้น าไปวดัปริมาณสีท่ีเกิดข้ึน การเปล่ียนแปลงสีของ

สับสเตรต จะเป็นสัดส่วนโดยต รงกบัปริมาณของแอนติเจนในตวัอยา่งท่ีตรวจสอบ  อาจเรียกวธีิน้ีวา่ 

sandwich ELISA 

 

 

                

 

รูปท่ี 2.3  หลกัการของ direct ELISA 

 

 

 

เคลอืบพืน้ผิวด้วย

แอนติบอด ี

เติมแอนติบอดีตวัที่สอง 

ที่ติดฉลากกบัเอนไซม์ 

เติมสบัสเตรต 
เติมตวัอยา่งที่มีแอนติเจน           

ล้าง ล้าง ล้าง 
s 

P 

s 

P 
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ข. indirect ELISA  
                    หลกัการแสดงในรูปท่ี 2.6 คือ ดดัแปลงวธีิ  direct ELISA ใหมี้ความสะดวกมากข้ึน โดย
ใชแ้อนติบอดีจ าเพาะท่ีไม่ไดติ้ดดว้ยเอนไซม ์และใชแ้อนติบอดีท่ีจ  าเพาะต่ออิมมูโนโกลบูลินติดฉลากดว้ย
เอนไซม ์ (secondary antibody)โดยแอนติบอดีตวัท่ีสองน้ี จะจบัแบบจ าเพาะกบัแอนติบอดีตวัแรก  เพื่อวดั
ปริมาณของแอนติบอดีตวัแรกซ่ึงจบักบัแอนติเจนท่ีตอ้งการตรวจ หลงัจากลา้งส่วนท่ีไม่ท าปฏิกิริยาออก การ
เปล่ียนแปลงสีของสับสเตรตจะเป็นสัดส่วนโดยตรงกบัปริมาณของแอนติบอดีในตวัอยา่งท่ีตรวจสอบ 
 
 

 

 

 

รูปท่ี 2.4  หลกัการของ indirect ELISA 

2.1.5.2   competitive ELISA 

                     เป็นวธีิการทดสอบท่ีมกัจะใชส้ าหรับการตรวจหาแอนติเจนซ่ึงมีน ้าหนกัโมเลกุล

นอ้ย  โดยอาศยัการใชแ้อนติเจนท่ีติดฉลากดว้ยเอนไซมห์รือใชแ้อนติบอดีท่ีติดฉลากดว้ยเอนไซมเ์ป็นตวั

กระท าในการทดสอบ  

              ก.  competitive ELISA  ซ่ึงใชแ้อนติเจนท่ีติดฉลากดว้ยเอนไซม ์

                   วธีิการทดสอบน้ีมีหลกัการดงัแสดงในรูป 2.5 ก ในการทดสอบจะเคลือบจานทดสอบ 

ELISA ชนิด 96 หลุมดว้ยแอนติบอดี แลว้เติมแอนติเจนติดฉลากดว้ยเอนไซมซ่ึ์งจ าเพาะต่อแอนติบอดีท่ี

เคลือบอยู ่พร้อมกบัเติมตวัอยา่งท่ีตอ้งการตรวจสอบหาปริมาณแอนติเจน หรือเติมพร้อมกบัแอนติเจน

มาตรฐาน ซ่ึงจ าเพาะกบัแอนติบอดีนั้นแต่ไม่ไดติ้ดฉลากดว้ยเอนไซม ์หากมีแอนติเจนในตวัอย่ างจะเกิด

การแยง่จบักบัแอนติบอดีท่ีพื้นผวิระหวา่งแอนติเจนกบัแอนติเจนท่ีติดฉลาก ท าใหแ้อนติเจนติดฉลากท่ีเติม

ลงไปส่วนหน่ึงจบักบัแอนติบอดีไดน้อ้ย แลว้ลา้งส่วนท่ีไม่ท าปฏิกิริยาออก เติมสับสเตรตของเอนไซมแ์ลว้

น าไปวดัปริมาณสีท่ีเกิดข้ึน การเปล่ียนแปลงสีของ สับสเตรตจ ะแปรผกผนักบัปริมาณของแอนติเจนใน

ตวัอยา่งท่ีตรวจสอบ   

ล้าง ล้าง ล้าง 

เคลอืบพืน้ผิวด้วย

แอนตเิจน 

เติมแอนติบอดีที่จ าเพาะ           เติมแอนติบอดีตวัที่สอง 

ที่ติดฉลากกบัเอนไซม์ 

เติมสบัสเตรต 

s 

P 

s 

P 
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ข. competitive ELISA  ซ่ึงใชแ้อนติบอดีท่ีติดฉลากดว้ยเอนไซม ์
                       วธีิการทดสอบน้ีมีหลกัการดงัแสดงในรูป 2.5 ข จะท าการเคลือบจานทดสอบ ELISA 

ชนิด 96 หลุมดว้ยแอนติเจน แลว้เติมแอนติบอดีติดฉลากดว้ย เอนไซมซ่ึ์งจ าเพาะต่อแอนติเจนท่ีเคลือบอยู ่

พร้อมกบัเติมตวัอยา่งท่ีตอ้งการตรวจสอบหาปริมาณแอนติเจน หรือเติมพร้อมกบัแอนติเจนมาตรฐาน ซ่ึง

จ าเพาะกบัแอนติบอดีนั้นแต่ไม่ไดติ้ดฉลากดว้ยเอนไซม ์แอนติบอดีท่ีติดฉลากจะเกิดการแยง่จบัระหวา่ง

แอนติเจนในตวัอยา่งกบัแอนติเจนท่ี เคลือบบนพื้นผวิ แลว้ลา้งส่วนท่ีไม่ท าปฏิกิริยาออก เติมสับสเตรตของ

เอนไซมแ์ลว้น าไปวดัปริมาณสีท่ีเกิดข้ึน การเปล่ียนแปลงสีของสับสเตรตจะแปรผกผนักบัปริมาณของ

แอนติเจนในตวัอยา่งท่ีตรวจสอบ 

 นอกจากน้ีสามารถเตรียมชุดตรวจสอบแบบ  competitive ELISA โดยอาศยัการจบักนั

ระหว่าง biotin และ streptavidin ซ่ึงติดฉลากดว้ยเอนไซม ์ (รูปท่ี 2.5 ค)โดยท าการเคลือบจานทดสอบ 

ELISA ชนิด 96 หลุมดว้ยแอนติเจน แลว้เติมแอนติบอดีติดฉลากดว้ย  biotin ซ่ึงจ าเพาะต่อแอนติเจนท่ีเคลือบ

อยู ่พร้อมกบัเติมตวัอยา่งท่ีตอ้งการตรวจสอบหาปริมาณแอนติเจน หรือเติมพร้อมกบัแอนติเจนมาตรฐาน ซ่ึง

จ าเพาะกบัแอนติบอดีนั้นแต่ไม่ไดติ้ดฉลากดว้ย  biotin แอนติบอดีท่ีติดฉลากจะเกิดการแยง่จบัระหวา่ง

แอนติเจนในตวัอยา่งกบัแอนติเจนท่ีเคลือบบนพื้นผวิ แลว้ลา้งส่วนท่ีไม่ท าปฏิกิริยาออก เติม  streptavidin ซ่ึง

ติดฉลากดว้ยเอนไซม ์แลว้ลา้งส่วนท่ีไม่ท าปฏิกิริยาออก เติม  สับสเตรตของเอนไซมแ์ลว้น าไปวดัปริมาณสี

ท่ีเกิดข้ึน การเปล่ียนแปลงสีของสับสเตรตจะแปรผกผนักบัปริมาณของแอนติเจนในตวัอยา่งท่ีตรวจสอบ 

 (ก) 

  

  

 

   (ข) 

  

 

  
เคลอืบพืน้ผิวด้วย

แอนติเจน 

ล้าง ล้าง ล้าง 

เติมสบัสเตรต เติมแอนติบอดีพร้อมกบั

ตวัอยา่งที่มีแอนติเจน 

 

เติมแอนติบอดีตวัที่สอง

ที่ติดฉลากด้วยเอนไซม์ 

s 

P 

ล้าง ล้าง 

เคลอืบพืน้ผิวด้วย

แอนติบอด ี

เติมแอนติเจนท่ีติดฉลากด้วยเอนไซม์

พร้อมกบัตวัอยา่งที่มีแอนติเจน 
เติมสบัสเตรต 

s 

P 
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    (ค) 

 

 

 

 

รูปท่ี 2.5 หลกัการของ Competitive ELISA (ก) ใชแ้อนติเจนท่ีติดฉลากดว้ยเอนไซม ์ (ข) ใชแ้อนติบอดีท่ีติด

ฉลากดว้ยเอนไซม ์(ค) ใชแ้อนติบอดีท่ีติดฉลากดว้ย biotin 

(หมายเหตุ        คือแอนติบอดี,          คือแอนติเจนเช่ือมโปรตีน,         คือแอนติเจนอิสระ 

    คือแอนติบอดีตวัท่ีสองติดฉลากดว้ยเอนไซม์,             คือแอนติบอดีติดฉลากดว้ย biotin 

               คือ streptavidin ท่ีติดฉลากดว้ยเอนไซม ์) 

 

2.1.6 องค์ประกอบทีส่ าคัญของชุดตรวจ ELISA (ธารารัตน์ ธารากุลม, 2545) 

2.1.6.1  แอนติเจน (antigen, Ag) 
                                    แอนติเจนเป็นปัจจยัส าคญัท่ีก าหนดความจ าเพาะของการตรวจหาแอนติบอดี  
เน่ืองจากในชุดตรวจโดยหลกัการวทิยาภูมิคุม้กนันั้นอาศยัปฏิกิริยาการจบักนัแบบจ าเพาะระหวา่งแอนติเจน
กบัแอนติบอดีเป็นกลไกหลกัในการตรวจ ซ่ึงจบักบัแอนติบอดีไดดี้และสามารถสร้างแอนติบอดีท่ีจ  าเพาะได้
ง่าย  คุณสมบติัของแอนติเจนส าหรับชุดตรวจวนิิจฉยัโดยวธีิทางภูมิคุมกนัวิ ทยา คือ ความจ าเพาะ 
(specificity)  ความบริสุทธ์ิ  (purity) ความคงรูปโครงสร้างของแอนติเจนใหส้ามารถจบักบัแอนติบอดีท่ี
ตอ้งการได ้ (structural integrity) ความสามารถในการผลิตปริมาณมาก (up-scale production) และมีคุณภาพ
คงท่ี (sustainability)  

2.1.6.2 แอนติบอดี (antibody, Ab) 
                    แอนติบอดีหรืออิมมูโนโกลบูลิน (immunoglobulin, Ig) เป็นไกลโคโปรตีนท่ีท า

หนา้ท่ีจบักบัแอนติเจนตรงบริเวณจ าเพาะของโมเลกุลแอนติเจน ท่ีเรียกวา่อิพิโทป (epitope) สร้างจากเมด็

เลือดขาวชนิดบี-ลิมโฟไซต ์ท่ีเปล่ียนแปลงไปท าหนา้ท่ีหลัง่แอนติ บอดีเรียกวา่ พลาสมาเซลล ์แอนติบอดีท่ี

B 

ล้าง ล้าง  

 

 

ล้าง 
เคลอืบพืน้ผิวด้วย

แอนติเจน 

B 

B 

เติมแอนติบอดีที่ติดฉลาก 

biotin  

พร้อมตวัอยา่งที่มีแอนติเจน 

B 

E 
 S 

เติม streptavidin ท่ีติด

ฉลากดว้ยเอนไซม ์ 

B 

E 
 S 

เติมสบัสเตรต 

 

s 

P 

E 
 S 
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หลัง่เขา้สู่กระแสเลือดจะท าหนา้ท่ีเป็นตวัจกัรส าคญัของระบบภูมิคุม้กนัแบบหลัง่แอนติบอดี (humoral 

immunity) โครงสร้างของแอนติบอดี (รูปท่ี 2.6) ซ่ึงความแตกต่างระหวา่งพอลีโคลนอลแอนติบอดีและโม

โนโคลนอลแอนติบอดีแสดงดงัตารางท่ี 2.4 

 

 

รูปท่ี  2.6   โครงสร้างพื้นฐานของอิมมูโนโกลบูลิน โปรตีนสายสั้น (light chain) และโปรตีนสายยาว       
 (heavy chain) แต่ละโมเลกุลประกอบดว้ยกรดอะมิโนท่ีมีความแปรปรวนสูง (variable region) 
ซ่ึงมีความแตกต่างกนัในแอนติบอดีแต่ละชนิด เป็นบริเวณท่ีจบักบัแอนติเจน (antigen binding 
site) ส่วนบริเวณท่ีเหลือเป็นบริเวณคงท่ี (constant region) ซ่ึงมีความแตกต่างกนัตามชนิดของ
โปรตีน โปรตีนสายยาวจะมีบริเวณขอ้พบั (hinge region) (ไพศาล สิทธิกรกุลม, 2548) 

 
ตารางท่ี 2.4   คุณสมบติัและขอ้จ ากดัในการผลิตระหวา่งพอลิโคลนอลแอนติบอดีและโมโนโคลนอล
แอนติบอดี  

คุณสมบติั พอลิโคลนอลแอนติบอดี โมโนโคลนอลแอนติบอดี 

ความจ าเพาะ (specificity) ความจ าเพาะต ่าเกิดการท าปฏิกิริยาขา้มไดก้บัสาร

อ่ืนๆได ้  

ความจ าเพาะสูงเน่ืองจาก

จ าเพาะต่ออิพิโทปเดียว

เท่านั้น 

สัมพรรคภาพ (affinity) จบัไดห้ลายอิพิโทปต่อแอนติเจน จบัไดอิ้พิโทปเดียว 
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คุณสมบติั พอลิโคลนอลแอนติบอดี โมโนโคลนอลแอนติบอดี 

ความเขม้ขน้แอนติบอดีท่ีผลิต ประมาณ 1 mg/ml ประมาณ 100-200 µ g/ml 

เม่ือเล้ียงในถงัปฏิกรณ์แบบ

ป่ันกวน 

ปริมาณท่ีผลิตได ้ ประมาณ 100 ml จากซีรัมของกระต่าย ข้ึนกบัขนาดเคร่ืองปฏิกรณ์

ชีวภาพ 

ความบริสุทธ์ิของแอนติบอดี

ท่ีผลิต 

ข้ึนอยูก่บัแอนติเจนท่ีใชก้ระตุน้จึงจ าเป็นตอ้งท า

ใหบ้ริสุทธ์ิ 

จ  าเพาะกบัอิพิโทปเดียวจึง

ไม่จ  าเป็นตอ้งท าใหบ้ริสุทธ์ิ 

เวลาท่ีใชใ้นการผลิต ไม่เกิน 6 สัปดาห์ อยา่งนอ้ย 4 เดือน 

ตน้ทุนในการผลิต ต ่า สูง โดยเฉพาะในเวลา

เร่ิมตน้ 

ขอ้ดีหลกั ตน้ทุนต ่า 

ง่ายต่อการผลิต 

มีความจ าเพาะสูง 

ขยายขนาดการผลิตไดโ้ดย

ปรับภาวะการผลิตได ้

ขอ้เสียหลกั คุณภาพแอนติบอดีในแต่ละคร้ังไม่เหมือนกนั เสียเวลาและแรงงานในการ

ผลิตมาก 

ท่ีมา : ไพศาล สิทธิกรกุลม, 2548 
 

2.1.6.2.1. แหล่งก าเนิดและวธีิการผลิต 

   โมโนโคลนอลแอนติบอดี ไม่วา่จะผลิตจากวธีิ somatic hybridization หรือโดย

วธีิทางพนัธุวศิวกรรมก็ตาม ตอ้งอาศยัเทคโนโลยจี  าเพาะ และตอ้งใชก้ระบวนการทางหอ้งปฏิบติัการท่ี

ซบัซอ้น ซ่ึงขั้นตอนเหล่าน้ีมีค่าใชจ่้ายสูงเม่ือเทียบกบัการผลิตพอลิโคลนอลแอนติบอดี ซ่ึงผลิตโดยกา ร

กระตุน้ระบบภูมิคุม้กนัของคนหรือสัตวท์ดลองดว้ยแอนติเจน ใหส้ร้างแอนติบอดีท่ีตอ้งการออกมาใน
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กระแสเลือด หลงัจากนั้นจึงแยกแอนติบอดีออกจากซีรัม การผลิตพอลิโคลนอลแอนติบอดี จึงมีค่าใชจ่้าย

นอ้ยกวา่และท าไดง่้ายกวา่ อยา่งไรก็ตามพอลิโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตในสัตวต่์างชนิ ดหรือแมแ้ต่ในสัตว์

ชนิดเดียวกนัแต่คนละตวักนัก็อาจไดแ้อนติบอดีท่ีแตกต่างกนัทั้งในดา้นปริมาณและคุณภาพ นอกจากน้ีพอ

ลิโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตไดแ้ต่ละคร้ังจะมีปริมาณจ ากดัและอาจตอ้งใชค้นหรือสัตวจ์  านวนมาก ดงันั้น

ในการผลิตจึงตอ้งมีวธีิการควบคุมคุณภาพของพอลิโคลนอลแอน ติบอดีท่ีผลิตข้ึนทุกๆ คร้ัง ส่วนโมโน

โคลนอลแอนติบอดีนั้น สามารถผลิตไดอ้ยา่งไม่จ  ากดัในดา้นปริมาณและคุณภาพ โดยการเพาะเล้ียงเซลลน้ี์

ไปเร่ือยๆ รวมทั้งมีความสะดวกในการควบคุมคุณภาพท่ีดีกวา่ เน่ืองจากทั้งยนีและเซลลท่ี์ผลิตแอนติบอดี

นั้นจะถูกเก็บรักษาไวไ้ดต้ลอดไป ใน ระยะยาวค่าใชจ่้ายในการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีจึงอาจจะไม่

สูงมากนกั                               

2.1.6.2.2. ความจ าเพาะต่อแอนติเจน (Antigen specificity) 

    ชุดตรวจวนิิจฉยัส่วนใหญ่ใชโ้มโนโคลนอลแอนติบอดีเป็นส่วนประกอบหลกั 

เน่ืองจากมีความจ าเพาะแอนติเจนสูงกวา่พอลิโคลนอลแอนติบอดีมาก เน่ืองจากผลิตจากเซลลท่ี์มีตน้ก าเนิด

จากเซลลเ์ดียวกนั จึงมีโมเลกุลของแอนติบอดีท่ีสร้างข้ึนเหมือนกนัทุกประการ ท าใหมี้ความจ าเพาะต่ออิพิ

โทปเดียว ส่วนพอลิโคลนอลแอนติบอดีประกอบดว้ยแอนติบอดีหลายชนิดประกอบกนั โดยท่ีแต่ละ

โมเลกุลมีความจ าเพาะต่ออิ พิโทป แตกต่างกนัได ้ซ่ึงท าใหพ้อลิโคลนอลแอนติบอดีท่ีเตรียมจากเลือดของ

มนุษยห์รือสัตว ์มีความจ าเพาะต่อหลายอิพิโทป บนโมเลกุลของแอนติเจน เม่ือเปรียบเทียบความจ าเพาะ

และปฏิกิริยาขา้ม  (cross reaction) ระหวา่งพอลีโคลนอลแอนติบอดีและโมโนโคลนอลแอนติบอดีแลว้จะ

เห็นไดว้า่พอลีโคลนอลแอนติบอดีมีโอกาสท่ีจะเกิดปฏิกิริยาขา้มไดม้ากกวา่  

              2.1.6.2.3 ความเหนียวแน่นในการจบักบัแอนติเจน (Affinity) และอะวดิิตี (Avidity)       
    ของแอนติบอดี 

    affinity และ avidity เป็นคุณสมบติัของแอนติบอดีแต่ละโมเลกุลโดย ค่า affinity  

เป็นความเหนียวแน่นของการจบั (strength of binding) ระหวา่งอิพิโทปของแอนติเจน กบัแขนขา้งหน่ึง

ของแอนติบอดี (monovalent binding site) ส่วน avidity เป็นความเหนียวแน่นของการจบักนัระหวา่ง

แอนติเจนและแอนติบอดีทั้งโมเลกุล  (overall strength of binding) คุณสมบติัภายในของแอนติบอดีแต่ละ

โมเลกุล ก าหนดโดยลกัษณะโครงสร้างของส่วนท่ีใชจ้บักบัแอนติเจนของโมเลกุลอิมมูโนโกลบูลิน ซ่ึงก็

คือส่วนของบริเวณแปรผนั (variable region) นัน่เอง affinity เป็นคุณลกัษณะจ าเพาะของแอนติบอดีแต่ละ
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ชนิดและเป็นผลของขบวนการท่ีเกิดในธรรมชาติ โดยในระหวา่ง พฒันาการของบีลิมโฟไซต ์จะมีการ

จดัเรียงตวัใหม่ (rearrange) ของยนีอิมมูโนโกลบูลินในแบบต่างๆ ท าใหเ้กิดแอนติบอดีท่ีมี  affinity มาก

นอ้ยต่างกนัได ้

 ดงันั้นการผลิตชุดตรวจวนิิจฉยัมกัจะตอ้งการโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีมี  

affinity สูง เพื่อใหส้ามารถจบักบัแอนติเจนไดอ้ยา่งเหนียวแน่น ดีมากนอ้ยเพียงใดก็ข้ึนอยูก่บัวธีิการในการ

คดัเลือกเซลลต์น้ก าเนิดของโมโนโคนอลแอนติบอดีนั้น นอกจากน้ีวธีิทางพนัธุวศิวกรรม ท าใหส้ามารถ

เปล่ียนแปลง affinity ของแอนติบอดีนั้นๆ ได ้โดยการเปล่ียนแปลงท่ีระดบัยนีของอิมมูโนโกลบูลิน ท าให้

ไดแ้อนติบอดีท่ีมี  affinity ดีข้ึนกวา่โมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีไดจ้าก  บีลิมโฟไซต ์ท่ีสร้างแอนติบอดีข้ึน

เองตามธรรมชาติ ส่วนพอลิโคลนอลแอนติบอดีนั้น  avidity และ affinity น้ีเป็นผลเฉล่ียท่ีเป็นผลรวมของ

แอนติบอดีแต่ละโมเลกุลท่ีประกอบกนัข้ึนมาเป็นพอลิโคลนอลแอนติบอดี ซ่ึงก็มกัอยูใ่นระดบัปานกลางแต่

สามารถเพิ่มใหดี้ได ้โดยดดัแปลงขั้นตอนการกระตุน้ภูมิคุม้กนัและขั้นตอนการท าใหพ้อลิโคลนอล

แอนติบอดีมีความบริสุทธ์ิมากข้ึน  

2.1.6.2.4   หนา้ท่ีการท างานของแอนติบอดี (Effector function) 

     หนา้ท่ีและความสามารถในการท างานของแอนติบอดี ข้ึนกบัโครงสร้างโมเลกุล

ส่วน heavy chain constant region วา่เป็นชนิด class หรือ subclass โดย effector function    เป็นคุณสมบติั

ทางชีวภาพของแอนติบอดีแต่ละชนิด ไดแ้ก่ ความสามารถในการกระตุน้คอมพลีเมนต ์การจบักบัท่ีรับ

ส าหรับส่วน Fc ของผวิเซลลช์นิดต่างๆ ซ่ึงคุณสมบติัเหล่าน้ีแตกต่ างกนัไปในแต่ละ isotype และ subclass 

ของอิมมูโนโกลบูลินนั้นๆ โมโนโคลนอลแอนติบอดีแต่ละตวัจะมี effector function ซ่ึงมีลกัษณะเฉพาะตวั 

โดยมีส่วน heavy chain ชนิดใดชนิดหน่ึงเท่านั้น ส่วนพอลิโคลนอลแอนติบอดี มกัจะมีความสามารถใน

ดา้น effector function ในระดบัปานกลางถึงดีในทุกดา้นเน่ืองจากอาศยัคุณสมบติัของแอนติบอดีหลาย ๆ 

ชนิดมาเฉล่ียกนั  

  2.1.6.3    เอนไซม์และระบบการตรวจวดัปฏิกิริยา (Detection system) 

                          เอนไซมเ์ป็นสารส าคญัท่ีใชใ้นชุดตรวจโดยหลกัการวทิยาภูมิคุม้กนั เป็นส่วนของ

ระบบการตรวจวดัปฏิกิริยา ใชโ้ดยการเช่ือม (conjugate) หรือติดฉลาก (label) เอนไซมเ์ขา้กบัแอนติเจนหรือ

แอนติบอดีท่ีใชเ้ป็นตวัตรวจวดั เอนไซมท่ี์นิยมใชก้นัมากในชุดตรวจสอบมี 2 ชนิด คือ Horseradish 

Peroxidase (HRP) และ Alkaline Phosphatase (AP) เน่ืองจากมีคุณสมบติัเหมาะสมกบัชุดตรวจสอบเกือบทุก
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รูปแบบ  ชุดตรวจโดยหลกัการวทิยาภูมิคุม้กนัท่ีใชใ้นปัจจุบนั อาศยัการท าปฏิกิริยาจ าเพาะระหวา่งแอนติเจน

และแอนติบอดี ซ่ึงสามารถตรวจสอบปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนโดยอาศยัเอนไซมแ์ละสับสเตรต ท่ีท าใหเ้กิดการ

เปล่ียนแปลงไปจนสามารถตรวจวดัได ้เช่น เปล่ีย นสีหรือสามารถดูดกลืนแสงในความยาวคล่ืนจ าเพาะได ้

การเปล่ียนสีหรือคุณสมบติัของ สับสเตรต  น้ีจึงเป็นตวับ่งบอกวา่เกิดการจบักนัระหวา่งแอนติเจนกบั

แอนติบอดี โดยระบบน้ี มกัจะตรวจวดัสีท่ีเกิดข้ึน (colorimetry)โดยอ่านค่าเป็นการดูดกลืนแสง 

(Absorbance หรือ Optical Density, O.D.) ซ่ึงเป็นระบบการตรวจวดัหลกัของวธีิ ELISA นอกจากน้ีอาจ

สามารถเพิ่มความแรงของสัญญาณการตรวจวดัปฏิกิริยาท าใหชุ้ดตรวจมีความไวสูงข้ึน โดยอาศยัการจบักนั

ระหวา่ง biotin และ streptavidin ซ่ึงติดฉลากดว้ยเอนไซม ์เน่ืองจากระบบของ  biotin-streptavidin มีสัม

พรรคภาพสูงกวา่แอนติบอดีกบัแอนติเจน นิยมใชม้ากในกรณีท่ีตอ้งการเพิ่มความแรงของสัญญาณให้

สามารถตรวจหาสารท่ีมีปริมาณต ่าได ้

biotin-streptavidin อาศยัคุณสมบติัของ biotin ท่ีสามารถจบักบั streptavidin ได้

อยา่งแน่นมาก (Kd = 10-15 M) ซ่ึงมากกวา่ affinity ของแอนติเจนและแอนติบอดีโดยเฉล่ีย จึงเป็น detection 

system ท่ีมีความไวสูง และใชเ้วลาในการท าปฏิกิริยา ค่อนขา้งสั้น (รูปท่ี 2.7) 

biotin เป็นสารขนาดโมเลกุลเล็กท่ีมีอยูใ่นธรรมชาติ ท าหนา้ท่ีเป็น coenzyme 

โดยเป็นส่วนประกอบของเอนไซม ์ carboxylase โครงสร้างโมเลกุลประกอบดว้ ย imidazolinone ring เช่ือม

กบั thiophan ring ท่ีมี valerate side chain สามารถเช่ือมต่อกบั biotin conjugate ค่อนขา้งง่ายและไดผ้ลดี 

สารกลุ่ม streptavidin ท่ีใชใ้นการตรวจวนิิจฉยัในปัจจุบนัไดจ้ากการ         คดั

แปลงโมเลกุลจากสารตั้งตน้ท่ีมีอยูใ่นธรรมชาติ 2 แหล่ง คือ avidin และ streptavidin โดย avidin เป็นไกลโค

โปรตีนจากไข่ขาว ประกอบดว้ย tetramer ท่ีแต่ละหน่วยสามารถจบั biotin 1 โมเลกุล  ท าให ้ avidin 1 

โมเลกุล สามรถจบักบั 4 โมเลกุล  biotin ส่วน streptavidin เป็นโปรตีนซ่ึงมีคุณสมบติัเป็นยาปฏิชีวนะ 

(antibiotics) สร้างโดยเช้ือยสีต ์Streptomyces หลายชนิด โดยเฉพาะ  Streptomyces avidinii มีโครงสร้างสาม

มิติท่ีคลา้ยกบั avidin และสามารถจบักบั biotin ไดดี้เช่นกนั แต่ streptavidin มีค่า pI ต ่ากวา่และไม่มี 

carbohydrate group ท าใหมี้ non-specific binding นอ้ยกวา่ avidin ระบบการตรวจท่ีใช ้ biotin-streptavidin มี

ความไวสูง เพราะเกิดการขยายสัญญาณได ้เน่ืองจาก biotin มี multiple binding site กบัโปรตีนและ 

streptavidin มี multiple lebeling site นอกจากน้ียงัมี non-specific binding ต ่า ท าให ้background level ต ่า  
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รูปท่ี 2.7  ตวัอยา่งของ biotin-streptavidin system 

2.1.6.4 พื้นผวิส าหรับการยดึตรึง 

            ชุดตรวจโดยหลกัการวทิยาภูมิคุม้กนัท่ีใชใ้นปัจจุบนั นิยมใชก้ารเคลือบแอนติเจน

หรือแอนติบอดีเขา้กบัพื้นผวิในรูปแบบของ solid phase ก่อน เรียกวา่ การเคลือบ (coating) หรือ การตรึง 

(mobilization) หลงัจากนั้นจึงท าปฏิกิริยาตามล าดบัขั้นตอน แลว้อ่านผลของปฏิกิริยานั้น การใช้  solid 

phase ยดึตรึงสามารถช่วยใหข้ั้นตอนการลา้งเอาสารเกินออกไดดี้ ท าใหล้ดการเกิด background signal ไดดี้ 

และอ่านผลของปฏิกิริยาไดส้ะดวกข้ึน ซ่ึงรูปแบบการใชผ้วิส าหรับยดึตรึงในชุด ELISA มีหลายแบบ ท่ีเป็น

มาตรฐานในปัจจุบนั  คือ จานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลุม หรือ microtitre plate หรือ 96 well-plate ท า

จากพลาสติกชนิด polystyrene เป็น พอลิเมอร์แบบ organic  ท่ีมี hydrophobic surface สามารถจบักบั

แอนติเจนและแอนติบอดีไดดี้และค่อนขา้งเกาะ เป็นเน้ือเดียวตลอดพื้นท่ี การเคลือบท่ีไดมี้ความเสถียร เม่ือ

ท าใน  microtitre plate จะมีคุณสมบติัในการโปร่งแสงท่ีดี ท าใหส้ามารถใชก้บัคร่ืองอ่าน 

spectrophotometer ไดส้ะดวก นอกจากรูปแบบท่ีเ ป็นเพลทแลว้ อาจใชห้ลอด  (tube) เมด็ (bead และ 

microsphere) หรือใช ้membrane ชนิดต่างๆ 

2.1.6.5  สับสเตรต (substrate) 

              การวดัปฎิกิริยาท่ีเกิดข้ึนระหวา่งแอนติเจนและแอนติบอดีท่ีมีการติดฉลากดว้ย

เอนไซม ์จะตอ้งใชส้ับสเตรต  เป็นตวัวดัสามารถเลือกใชไ้ด ้ข้ึ นอยูก่บัชนิดของเอนไซม ์ซ่ึงมีหลายวธีิ เช่น 

colorimetry, fluorometry และ chemiluminescence แต่วธีิท่ีไดรั้บความนิยมมากท่ีสุด คือ วธีิ  colorimetry  วธีิ

น้ีเป็นการวดัการเปล่ียนแปลงสีของสับสเตรต  ท่ีเกิดจากเอนไซม ์แลว้ท าการอ่านผลดว้ยเคร่ืองมือท่ีอ่านค่า

การดูดกลืนแสง electrophotometer หรือ ELISA reader  substrate ท่ีท าใหเ้กิดสีน้ีเรียกวา่ chromogenic 
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substrate ซ่ึงเดิมไม่มีสีแต่เม่ือท าปฏิกิริยากบัเอนไซมท์ าใหสี้เขม้ข้ึน โดยสับสเตรต แต่ละชนิดจะอ่านผลค่า

การดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนแตกต่างกนั และการใชส้ับสเตรตข้ึนอยูก่บัเอนไซมท่ี์ใชใ้นการตรวจวดัดว้ย 

เช่น เม่ือใชเ้อนไซม ์ horseradish peroxidase สับสเตรตท่ีใช ้ไดแ้ก่ ABTS (2, 2’-azino-di-(3-

ethylbenzthiazoline-6-sulfonate)) เปล่ียนจากไม่มีสีเป็นสีเขียว  อ่านผลท่ีค่าการดูดกลืนแสง 415 นาโนเมตร,  

TMB (3, 3’, 5, 5’-tetramethylbenzidine) เปล่ียนจากไม่มีสีเป็นสีฟ้า และเม่ือหยดุปฏิกิริยาดว้ยกรดจะมีสี

เหลือง อ่านผลท่ีค่าการดูดกลืนแสง 450 นาโนเมตร และ OPD (o-phenylenediamine) เปล่ียนจากไม่มีสีเป็น

ส้มหรือสีน ้าตาล อ่านผลท่ีค่าการดูดกลืนแสง 492 นาโนเมตร ส่วนเอนไซม ์ alkaline phosphatase สับสเตรต

ท่ีใช ้ไดแ้ก่ PNP (p-nitrophenyl phosphate) อ่านผลท่ีค่าการดูดกลืนแสง 405 นาโนเมตร , PMP 

(Phenolphthalein monophosphate) อ่านผลท่ีค่าการดูดกลืนแสง 550 นาโนเมตร และ 1NP (1-napthyl 

phosphate)  อ่านผลท่ีค่าการดูดกลืนแสง 405 นาโนเมตร   

2.1.6.6 การประเมินประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบ (performance) 

                         ขอ้มูลส าคญัท่ีแสดงถึงประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบโดยวธีิทางดา้นวทิยา

ภูมิคุม้กนั ประกอบดว้ย 3 ส่วน คือ 

1. ความไว (sensitivity) บ่งบอกความสามารถท่ีจะตรวจพบสารในปริมาณต ่าสุด 

(lower limit of detection, LOD) ท่ีสามารถวดัไดด้ว้ยชุดตรวจสอบนั้น  

2. ความแม่นย  า (precision) บ่งบอกความสามารถท่ีจะใหผ้ลเหมือนกนัเม่ือทดสอบ

หลายๆ คร้ัง โดยทัว่ไปจะระบุเป็น %CV (percent coefficient of variation) และ SD  

(standard deviation)  

3. ความถูกตอ้ง (accuracy) บ่งบอกความสามารถท่ีจะใหผ้ลใกลเ้คียงกบัค่าจริงหรือ

ค่ามาตรฐาน โดยทัว่ไปจะระบุเป็น %recovery 

2.2 เอกสารและงานวจัิยทีเ่กีย่วข้อง 

Faraj และ Ali (1981) ไดผ้ลิตแอนติบอดีต่อ TC โดยท าการเช่ือม TC-HCl เขา้กบั BSA โดย
ปฏิกิริยา Mannich แลว้ฉีดเขา้กระต่าย หลงัจากนั้นน าพอลิโคลนอลแอนติบอดีท่ีไดม้าตรวจวดัสาร TC โดย
ใชว้ธีิ radioimmunoassay (RIA) โดยใชต้วัแข่งขนัท่ีเป็น [3H]TC พบวา่สามารถตรวจสอบสาร TC ได ้โดยมี
ค่าขีดจ ากดัในการวดั  และค่าความเขม้ขน้ของสารท่ีท าใหเ้กิดการยบัย ั้งลดลง 50 เปอร์เซ็นต์  (50% of 
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inhibition concentration; IC50) เท่ากบั 1 และ 7 นาโนกรัมตามล าดบั สามารถเกิดปฏิกิริยาขา้มกบั  OTC และ 
CTC เท่ากบั 10 และ 39 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั น าไปตรวจสอบ TC ในตวัอยา่งพลาสมาและปัสสาวะของ
สุนขัพบวา่มี %recovery อยูร่ะหวา่ง 90 ถึง 95 เปอร์เซ็นต ์

Lee และคณะ (2001) ใชชุ้ดตรวจสอบ ELISA ในการตรวจสอบสารเตตราไซคลิน TC, 
OTC และ CTC ท่ีตกคา้งในพลาสมาของสุกรท่ียงัมีชีวติอยูเ่พื่อท านายสารเหล่าน้ีท่ีจะตกคา้งอยูใ่นเน้ือเยือ่ 
โดยปริมาณ TC, OTC และ CTC ท่ีตรวจวดัไดน้อ้ยท่ีสุดของชุดตรวจสอบน้ี คือ  0.05, 0.01 และ 0.1 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรตามล าดบั ท าการให ้TC ทางปากสุกร 100 มิลลิกรัมต่อน ้า 1 ลิตรต่อวนั ฉีด OTC เขา้
ทางกลา้มเน้ือสุกร 10 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมสุกรต่อวนั และให ้CTC ทางปากสุกร 1.1 กรัมต่อกิโลกรัมอาหาร
สัตวต่์อวนั  เป็นเวลา 5 วนั ตรวจสอบโดยน าพลาสมาจากท่ีไดจ้ากเลือดสุกรมาท า ELISA พบวา่ไม่สามารถ
ตรวจสอบ TC, OTC และ CTC ท่ีตกคา้งอยูใ่นเลือดเม่ือเลิกใหย้า 3, 8 และ 4 วนัได ้ 

Pena และคณะ  (2005) ใชเ้ทคนิค HPLC ท่ีมีเคร่ืองตรวจวดัแบบฟลูออเรสเซนส์ เพื่อ
ตรวจสอบสารเตตราไซคลิน TC และ OTC ในน ้าผึ้งโดยสกดัสารตวัอยา่งท่ีตกคา้งดว้ย  
Na2-EDTA-Mcllvaline buffer, pH 4.0 และ solid-phase extraction (SPE) ท่ีแตกต่างกนั mobile phase ท่ี
เหมาะสมคือสารละลาย acetonitrile และ oxalate buffer ในอตัราส่วน 20:80 pH 2 ความเขม้ขน้ 10 มิลลิโม
ลาร์ โดยใชค้อลมัน์ C18 Nucleocil ท่ีอุณหภูมิหอ้ง ปริมาณ TC และ OTC ท่ีต ่าท่ีสุดท่ีสามารถตรวจวดัไดคื้อ 
0.050 และ 0.049 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั  

Koesukwiwat และคณะ (2007) ไดใ้ชเ้ทคนิค LC-MS ส าหรับตรวจสอบการตกคา้งของสาร
เตตราไซคลิน TC, OTC และ CTC ในน ้านมโค พบวา่ปริมาณสารท่ี ต ่าท่ีสุดท่ีสามารถตรวจวดัได ้คือ 0.67, 
0.65 และ 2.64 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั และสามารถตรวจสอบแบบปริมาณวเิคราะห์ไดน้อ้ยท่ีสุดท่ี 
0.95, 1.03 และ 8.64 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร 

Pastor-Navarro และคณะ (2007) ไดพ้ฒันาการใชเ้ทคนิค ELISA ในการตรวจสอบ TC ใน
น ้าผึ้ งโดยใชพ้อลิโคลนอลแอนติบอดีท่ีไดจ้ากการกระตุน้ภูมิคุม้กนัของกระต่ายดว้ยสารในกลุ่ม TCs ท่ีถูก
ท าใหเ้ป็นสารอนุพนัธ์ุของ carboxamido และ diazo ก่อนจะเช่ือมต่อกบัโปรตีนพาหะ เม่ือน าพอลิโคลนอล
แอนติบอดีท่ีไดม้าพฒันาเป็นชุดตรวจสอบโดยวธีิ indirect competitive ELISA พบวา่มีค่าขีดจ ากดัในการวดั
ท่ีต ่าท่ีสุดถึง 0.4 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร (ng/ml) เกิดการท าปฏิกิริยาขา้มกบัสารในกลุ่ม TCs คือ RTC, OTC, 
MC และ CTC ถึง 91, 30, 14 และ 10 เปอร์เซ็นตต์ามล าดบั และสามารถใชใ้นน ้าผึ้งตวัอยา่งได ้ %recovery 
อยูร่ะหวา่ง 79 ถึง 108 เปอร์เซ็นต ์

Zhang และคณะ (2007) ไดพ้ฒันาการใชเ้ทคนิค ELISA ในการตรวจสอบ TC ในน ้านม
โดยใชพ้อลิโคลนอลแอนติบอดีท่ีไดจ้ากการกระตุน้ภูมิคุม้กนัของกระต่ายดว้ย TC ท่ีใชว้ธีิในการเช่ือมต่อ
กบัโปรตีนพาหะท่ีแตกต่างกนั 3 วธีิ เม่ือน าพอลิโคลนอลแอนติบอดีท่ีไดม้าพฒันาเป็นชุดตรวจส อบโดยวธีิ 
indirect competitive ELISA พบวา่มี IC50 เท่ากบั 3.93 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (ug/ml) เกิดการท าปฏิกิริยา
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ขา้มกบัสารในกลุ่ม TCs คือ CTC ถึง 112 เปอร์เซ็นต ์และ OTC นอ้ยกวา่ 2 เปอร์เซ็นต ์และสามารถน าไป
ตรวจในน ้านมตวัอยา่งได ้%recovery อยูร่ะหวา่ง 74 ถึง 116 เปอร์เซ็นต ์

Jeon และ Paeng (2008)  ไดใ้ชพ้อลิโคลนอลแอนติบอดีต่อ TC จากแกะ ในการตรวจหาปริมาณ TC 

ในน ้าผึ้ง โดยวธีิ biotin-avidin mediated ELISA ใช ้PBS-EDTA buffer pH 7.2 เป็นสารละลายสกดัและไม่

ตอ้งเตรียมตวัอยา่งก่อนการทดสอบ (no additional pre-treatment)  พบวา่ ปริมาณสารท่ีต ่าท่ีสุดท่ีสามารถ

ตรวจวดัไดคื้อ 0.19 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร และช่วงความเขม้ขน้ท่ีสามารถตรวจได ้(dynamic range) เท่ากบั 

1.52 -152 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร และไม่เกิดปฏิกิริยาขา้มกบัในในกลุ่ม TCs เม่ือน าไปตรวจในตวัอยา่ง

น ้าผึ้งได ้%recovery อยูร่ะหวา่ง 95% ถึง 101% 

และปีเดียวกนั Jeon และคณะไดพ้ฒันาวธีิการการตรวจหาปริมาณ TC ในน ้านม โดย วธีิ biotin-avidin 

mediated ELISA และใชพ้อลิโคลนอลแอนติบอดีต่อ TC จากแกะ ใช ้ PBS-EDTA buffer pH 7.2 เป็น

สารละลายสกดั พบวา่ปริมาณสารท่ีต ่า ท่ีสุดท่ีสามารถตรวจวดัไดคื้อ 0.048 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร และช่วง

ความเขม้ขน้ท่ีสามารถตรวจได ้ (dynamic range) เท่ากบั 0.316-316 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร เกิดปฏิกิริยาขา้ม

กบั CTC, OTC, และ DC เท่ากบั 13.7%, 10% และนอ้ยกวา่ 1% ตามล าดบั สามารถน าไปตรวจ TC ในน ้านม

ได ้% recovery ประมาณ 90% 

Zhoa และคณะ (2008) ไดผ้ลิตพอลิโคลนอลแอนติบอดีต่อคลอเตตราไซคลิน (Chlortetracycline: 

CTC) และพฒันาวธีิ ELISA เพื่อวเิคราะห์หา CTC เน้ือสัตวส์ าหรับการบริโภค พบวา่ ไดช่้วงความเขม้ขน้ท่ี

สามารถตรวจวดัได ้ 0.1-312.5 ug/kg และใหค้่า IC50 เท่ากบั 15+6.0 ug/kg เม่ือเปรียบเทียบกบัวธีิ HPLC 

และ commercial kit พบวา่ วธีิ ELISA ท่ีพฒันามีประสิทธิภาพเทียบเท่า 

  Adrian และคณะ (2012) รายงานการผลิตพอลิโคลนอลแอนติบอดีต่อ doxycycline เป็นคร้ังแรก และ

ไดท้ าการพฒันาวธีิ indirect competive ELISA ในการตรวจหา doxycycline ในตวัอยา่งน ้านม ไดต้  ่าถึง 5 

ug/l 

  Gao และคณะ (2013) ไดผ้ลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ doxycycline และพฒันาวธีิ indirect 

competitive ELISA ส าหรับวเิคราะห์หายาปฏิชีวนะกลุ่ม TC 7 ชนิด ในตวัอยา่งเน้ือและนมววั  พบวา่ มี

ปฏิกิริยาขา้มในกลุ่ม TC อยูใ่นช่วง 47%-102% ปริมาณต ่าสุดท่ีตรวจวดัได ้อยูใ่นช่วง 1.5-6.9 ng/ml             

% recovery อยูใ่นช่วง 75.3%-106.8% ค่าความแปรปรวนต ่ากวา่ 10.9% ดงันั้นวธีิการท่ีพฒันาข้ึนน้ีสามารถ

ใชติ้ดตามการตกคา้งของยาปฏิชีวนะกลุ่ม TC ในตวัอยา่งเน้ือและนมววัได ้
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บทที่ 3  

วธีิการด าเนินการวจิยั 

3.1    เซลล์ทีใ่ช้ในงานวจัิย 

เซลลไ์ฮบริโดมาผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ  TC รหสั 12-3F ท่ีพฒันาจากหน่วยปฏิบติัการ

วจิยัการผลิตแอนติบอดี สถาบนัเทคโนโลยชีีวภาพและวศิวกรรมพนัธุศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 

 3 .2   เคร่ืองมือและอุปกรณ์ทีใ่ช้ในงานวจัิย 

ตารางท่ี 3.1   เคร่ืองมือและอุปกรณ์ท่ีใชใ้นงานวจิยั 

เคร่ืองมือและวสัดุอุปกรณ์ แหล่งท่ีมา 

1. เคร่ืองมือ  

    - กลอ้งจุลทรรศน์ชนิดหวักลบั  Nikon Corporation, Japan 

   - เคร่ืองก าเนิดเสียงความถ่ีสูง  D.S.C. group Co., Ltd, Taiwan 

   - เคร่ืองกวนแม่เหล็ก  Corning, USA 

   - เคร่ืองชัง่หยาบและละเอียด  Mettler Toledo Co., Ltd, Switzerland 

   - เคร่ืองผสมดว้ยแรงหมุน  Scientific Industries, Inc, USA 

   - เคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง BIO-TEK® Instruments, Inc, USA 

  - เคร่ืองวดัความเป็นกรดเบส  Mettler Toledo Co., Ltd, Switzerland 

  - เคร่ืองป่ันเหวีย่งชนิดตั้งโตะ๊  

  - เคร่ืองอ่านปฏิกิริยาบนไมโครเพลท 

M.S.E. Ltd, England 

Titertek multiskan, Finland 
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ตารางท่ี 3.1   เคร่ืองมือและอุปกรณ์ท่ีใชใ้นงานวจิยั 

เคร่ืองมือและวสัดุอุปกรณ์ แหล่งท่ีมา 

- ชุดเพาะเล้ียงเซลลพ์ร้อมเคร่ืองกวน  ขนาด 1 ลิตร Techne, USA 

- ชุดอิเล็กโทรฟอเรซิส Bio-Rad, USA 

- ถงัแช่แขง็เซลลไ์นโตรเจนเหลว Tayloy-Wharton, USA 

- ตูบ้่มบรรยากาศคาร์บอนไดออกไซด์ Yamato Scientific Co., Ltd, Japan 

- ตูป้ลอดเช้ือ  Scientific Supply Co., Ltd, Thailand 

- ตูเ้ยน็ Toshiba, Thailand 

- ป๊ัมสุญญากาศ Iwaki, Japan 

- ตูแ้ช่แขง็ (-20 องศาเซลเซียส) Sanyo, Thailand 

- ตูแ้ช่แขง็ (-70 องศาเซลเซียส) Sanyo, Japan 

- อ่างน ้าควบคุมอุณหภูมิ  Memmert, Germany 

2. อุปกรณ์ต่างๆ 

     - กระบอกฉีดยาขนาด 1 และ 5 มิลลิลิตร 

     - ขวดแกว้ 

- ขวดเล้ียงเซลลข์นาด 10 และ 250 มิลลิลิตร 

     - เขม็ฉีดยาขนาด 18G และ 21G 

     - จานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลุม 

      - ทิป ขนาด 10, 200, 300, 1000 ไมโครลิตร 

     - ปิเปตตแ์กว้ ขนาด 10 มิลลิลิตร 

 

Nipro, Thailand 

Boro, Germany 

Nunc, Denmark 

Nipro, Thailand 

Costar, USA 

Axygen, USA 

HBG, Germany 
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     - ปิเปตตอ์ตัโนมติั 

     - ปิเปตตม์ลัติชาเนล  

        ขนาด 300 ไมโครลิตร 

   - หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร 

  - หลอดทดลองขนาด 15  และ 50 มิลลิลิตร 

  - หลอดส าหรับแช่แขง็เซลล์  

Discovery, Poland 

Discovery, Poland 

 

Axygen, USA 

CLP, USA 

Corning Incoporated, Mexico 

3.3  สารเคมีทีใ่ช้ในงานวจัิย  

ตารางท่ี 3.2   สารเคมีท่ีใชใ้นงานวจิยั 

สารเคมีท่ีใชใ้นการวจิยั ลกัษณะการใชง้าน แหล่งท่ีมา 

Acetonitrile เฟสเคล่ือนท่ีใน HPLC Sigma-Aldrich, USA 

Acrylamide gel เตรียมเจลในเทคนิค SDS PAGE Sigma-Aldrich, USA 

Aminohexanoyl-biotin-N- hydroxy 
succinimide 

เช่ือมต่อTC กบัแอนติบอดี Zymed, USA 

Ammoniumpersulfate (APS) เตรียมเจลในเทคนิค SDS PAGE Sigma-Aldrich, USA 

BCA protein assay kit  วเิคราะห์ปริมาณโปรตีน Sigma-Aldrich, USA 

Bromophenol blue เตรียมตวัอยา่ง SDS-PAGE Sigma-Aldrich, USA 

Citric acid เตรียมสารละลายบฟัเฟอร์ Merck, Germany 

Clenbuterol ทดสอบปฏิกิริยาขา้ม Sigma-Aldrich, USA 

Chloramphenicol (CAP)  ทดสอบปฏิกิริยาขา้ม Sigma-Aldrich, USA 

Chlortetracycline hydrochloride (CTC) ทดสอบปฏิกิริยาขา้ม Fluka, China 
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ตารางท่ี 3.2   สารเคมีท่ีใชใ้นงานวจิยั 

สารเคมีท่ีใชใ้นการวจิยั ลกัษณะการใชง้าน แหล่งท่ีมา 

Doxycycline (DC) ทดสอบปฏิกิริยาขา้ม Sigma-Aldrich, USA 

Ethanol ตวัท าละลาย BDH, England 

Fetal calf serum (FCS) เตรียมอาหารเล้ียงเซลล ์ PAA, Austria 

Furazolidone (FZD)  ทดสอบปฏิกิริยาขา้ม Sigma-Aldrich, USA 

Hydrogen peroxide เตรียมสับสเตรต Fluka, Switzerland 

Hydrochloric acid ใชป้รับค่ากรด-เบส Sigma-Aldrich, USA 

L-Glutamine 
ส่วนประกอบของ 
อาหารเล้ียงเซลล ์ Sigma-Aldrich, USA 

Sodium carbonate (Na2CO3) เตรียมอาหารเล้ียงเซลล ์ Merck, Germany 

Sodium chloride (NaCl) เตรียมสารละลายบฟัเฟอร์ Merck, Germany 

Sodium dihydrogen phosphate (NaH2PO4) เตรียมสารละลายบฟัเฟอร์ Carlo erba, USA 

Sodium dodecyl sulphate (SDS) 
เตรียมเจลในเทคนิค  

SDS-PAGE 
Sigma-Aldrich, USA 

 

 

Coomassie brilliant blue R-250 ยอ้มเจล SDS-PAGE Pierce, USA 

Dimethyl sulfoxide ละลายสับสเตรท TMB Fluka, Switzerland 

Disodium  hydrogenphosphate 
ส่วนประกอบของ 

สารละลายบฟัเฟอร์ 
Carloerba, USA 
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ตารางท่ี 3.2   สารเคมีท่ีใชใ้นงานวจิยั 

 

 

 

 

 

สารเคมีท่ีใชใ้นการวจิยั ลกัษณะการใชง้าน แหล่งท่ีมา 

Sulfuric acid (H2SO4) หยดุปฏิกิริยาของเอนไซม ์ Merck, Germany 

RPMI 1640 

 
อาหารเล้ียงเซลล์ 
ไฮบริโดมา 

Biochrome , Germany 

Tetracycline hydrochloride (TC) ทดสอบปฏิกิริยาขา้ม Sigma-Aldrich, USA 

3, 3’, 5, 5’- tetramethylbenzidine (TMB) 
สารท าใหเ้กิดสีของ
ปฏิกิริยา 

Sigma-Aldrich, USA 

N, N, N, N-Tetramethyl-Ethylenediamine      

     (TEMED) 

เตรียมเจลในเทคนิค  

SDS-PAGE 
Pierce, USA 

Thimerosal สารป้องกนัการปนเป้ือน Sigma-Aldrich, USA 

Tris (hydroxymethyl) aminomethane    

     (Trisma base) 
เตรียมสารละลายบฟัเฟอร์ Sigma-Aldrich, USA   

Tween 20 
สารลดแรงตึงผวิ 

ส าหรับลา้งจานหลุม 

Riedel-de Haën, UK 

Sigma-Aldrich, USA 
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3.4  ขั้นตอนการด าเนินงานวจัิย 
3.4.1  การเพิม่จ านวนเซลล์เลีย้งเซลล์ไฮบริโดมาทีผ่ลติแอนติบอดีต่อ TC 
 
น าเซลลไ์ฮบริ โดมาท่ีผลิตแอนติบอดีต่อ TC รหสัโคลน 12-3F ท่ีเก็บไวท่ี้ไนโตรเจนเหลว 

ออกมาละลายอยา่งรวดเร็วท่ีอุณหภูมิ 37 oC  และถ่ายลงในอาหารเล้ียงเซลลไ์ฮบริโดมา RPMI 1640 

ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ป่ันเหวีย่งท่ี 1500 รอบต่อวนิาที เป็นเวลา 5 นาที  เก็บส่วนเซลลไ์ปเล้ียงต่อในอาหาร

เล้ียงเซลล ์RPMI 1640 ท่ีมี 10% FCS ในตูเ้ล้ียงเซลลท่ี์มีคาร์บอนไดออกไซด ์ 5% และควบคุมความช้ืน  เม่ือ

เซลลโ์ฮบริโดมามีจ านวนมากพอ ยา้ยลงในขวดเล้ีย งเซลล์ขนาด 1 ลิตร ท่ีมีอาหารอาหารเล้ียงเซลล ์ RPMI 

1640 ท่ีมี 10% FCS ป่ันกวนดว้ยความเร็ว 20 รอบต่อนาที  เล้ียงเซลลไ์ฮบริมาต่อไปจนอาหารเล้ียงเซลล์

เปล่ียนเป็นสีเหลือง 

ท าการเก็บอาหารเล้ียงเซลลซ่ึ์งมีโมโนโคลนอลแอนติบอดีอยู ่โดยการป่ันเหวีย่งท่ีท่ี 1500 รอบ

ต่อวนิาที เป็นเวลา 5 นาที เก็บส่วนของอาหารเล้ียงเซลลท่ี์มีแอนติบอดี เพื่อน าไปท าใหแ้อนติบอดีบริสุทธ์ิ

ต่อไป 

  3.4.2 การท าโมโนโคลนอลแอนติบอดีให้บริสุทธ์ิ 

น าอาหารเล้ียงเซลลท่ี์ไดจ้ากการเล้ียงเซลลไ์ฮบริโดมา มาท าการแยกแอนติบอดีใหบ้ริสุทธ์ิดว้ยวธีิ 

affinity chromatography  โดยการผา่นคอลมัน์ protein G sepharose  ปรับ pH คอลมัน์ดว้ยโซเดียมฟอสเฟต

บฟัเฟอร์ pH 7.0  ความเขม้ขน้ 20 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร  5 เท่าของคอลมัน์ ปรับใหโ้ปรตีนจีเขา้สู่ภาวะสมดุล

โดยปรับใหมี้อตัราการไหลเท่ากบั 1 มิลลิลิตรต่อนาที  และเติมอาหารเล้ียงเซลลล์งในคอลมัน์ จากนั้นแยก

ส่วนท่ีไม่จบักบัคอลมัน์ออกดว้ย โซเดียมฟอสเฟตบฟัเฟอร์ pH 7.0  ความเขม้ขน้ 20 มิลลิโมลาร์ จากนั้นชะ

ส่วนท่ีจบัคอลมัน์ออกดว้ย ไกลซีนไฮโดรคลอไรดบ์ฟัเฟอร์ (glycine-HCl) pH 2.7 ความเขม้ขน้ 0.1 M 

จากนั้นเก็บสารละลายท่ีออกมาจากคอลมัน์ใส่ในหลอดท่ีมีทริสไฮโดรคลอไรด ์ (Tris- HCl) pH 9.0   ความ

เขม้ขน้ 1 โมลาร์ ปริมาตร 65 ไมโครลิตร เพื่อปรับใหค้่าความเป็นกรดเบสใหเ้ป็นกลาง โดยใหแ้ต่ละหลอดมี

ปริมาตรสุดทา้ยเป็น 1 มิลลิลิตร  แลว้น าสารละลายในหลอดทดลองท่ีมีแอนติบอดีมารวมกนั และน ามาท า 

dialysis ดว้ย  PBS เป็นเวลา 3 วนั ท่ีอุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส โดยเปล่ียนบฟัเฟอร์วนัละ 2  คร้ัง  
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                   3.4.3  การหาปริมาณแอนติบอดี 

                  การหาปริมาณแอนติบอดีโดยการวดัค่าการดูดกลืนแสงโดยน าแอนติบอดี ท่ีผา่นการไดอะไลซิส

แลว้ไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร ค านวณหาปริมาณแอนติบอดีจากสูตร  

  ความเขม้ขน้ของแอนติบอดี (IgG) (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) =  ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 280 นาโนเมตร 

                                                                                                  extinction coefficient ของ IgG   

หมายเหตุ   ค่า extinction coefficient ของสารละลาย IgG 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ท่ีความยาวคล่ืน 280 นาโน

เมตร มีค่า 1.35   และวดัปริมาณโปรตีนดว้ยวธีิ BCA โดยใช ้ BSA เป็นสารมาตรฐาน   (Johnstone and 

Thrope, 1987) 

 

                     3.4.4  การเตรียมสารเช่ือมต่อระหว่างเตตราไซคินกบั OVA  

3.4.4.1 การเช่ือมต่อ TC กบั OVA (TC-OVA)โดยใชป้ฏิกิริยา Mannich (Hermanson, 2008) 

           ท  าการเช่ือมต่อ TC กบั OVA โดยเร่ิมจากการน า OVA ความเขม้ขน้   10 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร ท่ีละลายอยูใ่นสารละลาย 0.1 M MES, pH 4.7 ท่ีมี 0.15 M sodium chloride ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

ผสมกบัสารละลาย TC ท่ีละลายในน ้ากลัน่ความเขม้ขน้ 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 1  มิลลิลิตร  เติม   

37 % formaldehyde  (v/v)  ปริมาตร 250 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 24 ชัว่โมงในท่ีมืด จากนั้น

น าไปท าไดอะไลซิสดว้ย PBS เป็นเวลา 3 วนั ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยเปล่ียน PBS วนัละ 2 คร้ัง 

ทุกๆ 6 ชัว่โมง จากนั้นน ามาวดัปริมาณโปรตีนดว้ยวธีิ BCA 

                      3.4.4.2  การหาอตัราส่วนโมเลกุลการเช่ือมติดของ TC-OVA โดยวธีิ       MALDI- TOF MS  
           ค  านวณหาอตัราส่วนการเช่ือมติด ของ TC กบั OVA โดยค านวณจากมวลโมเลกุลของ

โปรตีนท่ีเปล่ียนไปโดยวธีิ Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time-Of-Flight Mass 

Spectrometry (MALDI-TOF-MS) โดยส่งตวัอยา่งวเิคราะห์ท่ีหน่วยบริการชีวภาพ ศูนยพ์นัธุวศิวกรรมและ

เทคโนโลยชีีวภาพแห่งชาติ (BIOTEC) เพื่อหามวลโมเลกุลของสาร  

 

มวลโมเลกุลของTC 

จ านวนโมเลกุลของ TC ท่ีเช่ือมติด =           (มวลโมเลกุล TC-OVA) – (มวลโมเลกุลของ OVA) 
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                   3.4.4.3  การวดัปริมาณโปรตีนของ TC-OVA 
             ท าการหาวเิคราะห์ปริมาณโปรตีนของ OVA ท่ีเช่ือมต่อกบั  TC โดยใชชุ้ดทดสอบ  

BCATM protein assay kit (PIERCE) โดยเร่ิมจากเตรียม working reagent ดว้ยการผสมรีเอเจนต ์ A กบัรีเอ

เจนต ์B ในอตัราส่วน  50: 1 จากนั้นเตรียมสารมาตรฐาน OVA ท่ีความเขม้ขน้ 0-1000 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร และสารตวัอยา่ง (TC- OVA) โดยท าการเจือจางดว้ย PBS ท่ีความเจือจาง 10 และ 20 เท่า แลว้เติม

สารมาตรฐานและสารตวัอยา่งแต่ละความเขม้ขน้ลงในจาน ELISA ชนิด 96 หลุม หลุมละ 25 ไมโครลิตร 

เติม working reagent ลงไปในหลุมท่ีมีสารมาตรฐานและสารตวัอยา่ง หลุมละ 200 ไมโครลิตร เขยา่จาน 

ELISA ชนิด 96 หลุมเบาๆ ประมาณ 30 วนิาที  ก่อนน าไปเขา้ตูบ้่ม 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 

จากนั้นน าจาน ELISA ชนิด 96 หลุมออกมาวางไ วใ้หเ้ยน็ลงท่ีอุณหภูมิหอ้ง แลว้น าไปวดัค่าดูดกลืนแสงท่ี

ความยาวคล่ืน 562 นาโนเมตร ดว้ยเคร่ือง spectrophotometer 

                3.4.5  การทดสอบความสามารถของแอนติบอดีหลงัการท าให้บริสุทธ์ิต่อ TC ในรูปอสิระ 

            เตรียมสารTCท่ีความเขม้ขน้ ตั้งแต่  0 – 1,000 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร มาท าการทดสอบดว้ย

วธีิ indirect competitive ELISA (ตามขอ้ 3.4.7.2) โดยท าการเติม  TC ท่ีความเขม้ขน้ ตั้งแต่  0 - 1000 นาโน

กรัมต่อมิลลิลิตร และแอนติบอดีท่ีผา่นการท าใหบ้ริสุทธ์ิ  

3.4.6  การทดสอบความบริสุทธ์ิและการหามวลโมเลกุลของแอนติบอดีหลงัจากท าให้บริสุทธ์ิ       

ด้วยเทคนิค SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulphate -Polyacrylamide Gel 

Electrophoresis)  

3.4.6.1    การเตรียมพอลิอะคริลาไมดเ์จลชนิดแผน่ 

        เตรียม 15% separating gel ท่ีมีความกวา้งไม่ต ่ากวา่ 5 เซนติเมตร ยาว 8 เซนติเมตร 

และหนา 0.2 เซนติเมตร ปรับผวิหนา้เจลใหเ้รียบโดยเติมน ้ากลัน่ ตั้งทิ้งไว ้ 30 นาที เพื่อใหเ้จลแขง็ตวั 

หลงัจากนั้นเตรียม 5% stacking gel ท่ีดา้นบนของ separating gel และใส่หวเีพื่อเป็นแม่พิมพข์องหลุมเจล ตั้ง

ทิ้งไวเ้พื่อใหเ้จลแขง็ตวั 30 นาที   

 

 



33 
 

3.4.6.2     การเตรียมสารละลายตวัอยา่ง 

                                   เตรียมสารละลายตวัอยา่งใหมี้ปริมาณโปรตีน 5 ไมโครกรัมต่อ 20 ไมโครลิตร ผสม

กบัสารละลายสียอ้มทีมี SDS, ß-mercaptoethanol และ bromophenol blue (SDS staining dye) ในอตัราส่วน 

1: 1 น าไปตม้ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ตั้งทิ้งไวใ้หเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิหอ้งก่อนน าไปปิเปต

ในหลุมเจล 

3.4.6.3    การท า electrophoresis 

              ท  าการแยกแอนติบอดีโดยน าเจลท่ีเตรียมไวไ้ปประกอบเขา้กบั  electrophoresis 

chamber ท่ีมี SDS ในสารละลายบฟัเฟอร์ไกลซีนไฮโดรคลอไรด ์ (Tris-glycine-HCL)  (running buffer) ทั้ง

ส่วนบนและส่วนล่างของเคร่ือง น าสารละลายตวัอยา่งมาปิเปตในหลุมเจลไม่เกินหลุมละ 20 ไมโครลิตร 

ส่วนหลุมของโปรตีนมาตรฐาน ใหปิ้เปตปริมาตร 2 ไมโครลิตร ต่อขั้วไฟฟ้าท่ีมีความต่างศกัย ์ 100 โวลต ์

เป็นเวลา 120 นาที จนแถบสีของสียอ้มเคล่ือนไปจนถึงปลายเจลจึงหยดุใหก้ระแสไฟฟ้าน าเจลท่ีไดไ้ปยอ้มสี

ดว้ย coomassie blue (staining solution) ขา้มคืนและลา้งในสารละลายของเอทานอลและกรดอะซิติก 

(destaining solution) จนกวา่เจลจะใสและเห็นแถบสีของโปรตีนชดัเจน 

 

                      3.4.7 การเตรียมชุดตรวจสอบ ELISA 

              ท  าการออกแบบชุดตรวจสอบทั้งหมด  แบบ คือ 

  A : การเตรียมชุดตรวจสอบแบบ direct competitive ELISA  

  B : การเตรียมชุดตรวจสอบแบบ indirect competitive ELISA  

  C : การเตรียมชุดตรวจสอบแบบ Biotin-indirect competitive ELISA  

  3.4.7.1 การเตรียมชุดตรวจสอบแบบ direct competitive ELISA  

                                 ชุดตรวจสอบแบบ direct competitive ELISA  เตรียมโดยเร่ิม จากการเคลือบ

แอนติบอดีต่อ TC ในจาน ELISA ชนิด 96 หลุม หลุมละ 100 ไมโครลิตร  บ่มท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 12-16 ชัว่โมง จากนั้นลา้งดว้ย PBS ท่ีมี 0.05% Tween-20  จ  านวน 3 คร้ัง เติมสารละลายนมพร่อง
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มนัเนย 5% หลุมละ 300 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็ นเวลา 30 นาที จากนั้นลา้งดว้ย PBS ท่ีมี 0.05% 

Tween-20  จ  านวน 3 คร้ัง เติมTC ในรูปอิสระท่ีความเขม้ขน้ต่างๆใน PBS หลุมละ 50 ไมโครลิตร ลงไป

พร้อมกบัTCท่ีเช่ือมต่อกบั HRP หลุมละ 50 ไมโครลิตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง บนเคร่ืองเขยา่ เป็นเวลา 2 

ชัว่โมง จากนั้นน ามาลา้งดว้ย PBS ท่ีมี 0.05% Tween-20  จ  านวน  3 คร้ัง เติมสารละลายสับสเตรทของ

เอนไซม ์ซ่ึงประกอบดว้ย TMB และ H2O2 ละลายใน 205 mM potassium citrate buffer pH, 4.0 หลุมละ 

100 ไมโครลิตร  บ่มในท่ีมืด ท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 20 นาที แลว้หยดุปฏิกิ ริยาเอนไซมด์ว้ยการเติม 1 M 

H2SO4 หลุมละ 100 ไมโครลิตร จากนั้นน าไปวดัค่าดูดกลืนแสง 450 นาโนเมตร โดยเคร่ือง ELISA 

microplate reader 

3.4.7.1.1 การเช่ือม TC กบัฮอร์สราดิชเพอร์ออกซิเดส (TC-HRP) (Hermanson, 2008) 

                    การเช่ือมต่อ TCเ ขา้กบั HRP โดยเร่ิมจากการน า  HRP ความเขม้ขน้ 10 มิลลิกรัม

ต่อมิลลิลิตร ท่ีละลายอยูใ่นสารละลาย MES, pH 4.7 ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ ท่ีมีโซเดียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ 

0.15 โมลาร์ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมกบัสารละลาย TC ท่ีละลายในน ้ากลัน่ความเขม้ขน้ 10 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร ปริมาตร 1  มิลลิลิตร  เติมฟอร์มลัดีไฮด์  (formaldehyde)   ความเขม้ขน้ 37 % (v/v) ปริมาตร 250 

ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 24 ชัว่โมงในท่ีมืด  จากนั้นน าไปไดอะไลซ์ดว้ย  PBS เป็นเวลา 3 วนั 

ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยเปล่ียน PBS วนัละ 2 คร้ัง จากนั้นน ามาวดัปริมาณโปรตีนดว้ยวธีิ BCA   

3.4.7.1.2 การหาอตัราส่วนท่ีเหมาะสมของแอนติบอดีกบั TC-HRP  

              เร่ิมจากการเคลือบพื้นผวิในแต่ละหลุมของจาน ELISA ชนิด 96 หลุม ดว้ยการแปรความ

เขม้ขน้ของแอนติบอดีท่ี 0.5, 1, 2.5 และ 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ  TC- HRP ท่ีความเขม้ขน้  0.5, 1, 2, 

5, 10 และ 20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยใช ้ PBS แทน    TC ในรูปอิสระ แลว้ท าการทดลองดว้ยวธีิ direct  

competitive ELISA และทดสอบหาความไวของชุดตรวจสอบต่อไป 

3.4.7.2   การเตรียมชุดตรวจสอบแบบ indirect competitive ELISA  

          ชุดตรวจสอบแบบ indirect competitive ELISA  เตรียมโดยเร่ิมจากเคลือบพื้นผวิของ

จาน ELISA ชนิด 96 หลุม ดว้ย TC -OVA  หลุมละ 100 ไมโครลิตร แลว้บ่มท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา   12-16 ชัว่โมง   น าแต่ละหลุมมาลา้งดว้ย PBST 3 คร้ัง เติมสารละลายนมพร่องมนัเนย 5% หลุมละ 300 

ไมโครลิตร  บ่มท่ีอุณหภูมิ 37  องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ลา้งหลุมดว้ย PBST 3 คร้ัง เติม TCในรูป
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อิสระท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ ลงไป 50 ไมโครลิตร และแอนติบอดี หลุมละ 50 ไมโครลิตร น าไปบ่มท่ี

อุณหภูมิหอ้ง บนเคร่ืองเขยา่ นาน 2 ชัว่โมง ลา้งแต่ละหลุมดว้ย PBST 3 คร้ัง เติมแอนติบอดีทุติยภูมิท่ีจ  าเพาะ

ต่อแอนติบอดีของหนู เช่ือมอยูก่บั HRP (Goat anti-mouse-HPR ท่ีเจือจาง             1: 10,000 ใน PBS หลุมละ 

100 ไมโครลิตร  แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง บนเคร่ืองเขยา่ 1 ชัว่โมง ลา้งห ลุมดว้ย PBST 3 คร้ัง เติม

สารละลายสับสเตรตของเอนไซม ์ประกอบดว้ย TMB และ H2O2 ละลายท่ีใน 205 mM potassium citrate 

buffer, pH 4.0   หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มในท่ีมืดอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 15 นาที เติม 1 M H2SO4 หลุมละ 

100 ไมโครลิตร เพื่อหยดุปฏิกิริยาเอนไซม ์ แลว้น าไปวดัค่าดูดกลืนแสง  450 นาโนเมตร ดว้ยเคร่ือง ELISA 

microplate reader 

 3.4.7.2.1 การหาอตัราส่วนท่ีเหมาะสมของ TC-OVA และแอนติบอดี 

                            หาอตัราส่วนท่ีเหมาะสมของแอนติบอดีกบั  TC- OVA โดยการแปรความเขม้ขน้

ของแอนติบอดี  0.005-1.0 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร กบั TC- OVA 0.1- 2.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  โดยใช ้

PBS แทน TC ในรูปอิสระ แลว้น ามาทดสอบดว้ยวธีิ Indirect competive ELISA และทดสอบหาความไวของ

ชุดตรวจสอบต่อไป 

3.4.7.3   การเตรียมชุดตรวจสอบแบบ Biotin-indirect competitive ELISA  

             ท าการเคลือบ  TC- OVA บนพื้นผวิในของจาน ELISA ชนิด 96 หลุมละ 100 ไมโครลิตร 

บ่มท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12-16 ชัว่โมง แลว้ลา้งดว้ย PBST 3 คร้ัง เติมสารละลายนมพร่อง

มนัเนย 5% หลุมละ 300 ไมโครลิตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง  เป็นเวลา 30 นาที ลา้งแต่ละหลุมดว้ย PBST 3 

คร้ัง เติม TC ในรูปอิสระเจือจางท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ  ลงไป หลุมละ 50 ไมโครลิตร พร้อมกบัแอนติบอดีท่ี

เช่ือมต่อกบัไบโอติน จากขอ้ 3.4.7.3.1 หลุมละ 50 ไมโครลิตร แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง บนเคร่ืองเขยา่ 

นาน 2 ชัว่โมง จากนั้นลา้งแต่ละหลุมดว้ย PBST 3 คร้ัง เติม streptavidin-HRP ซ่ึงจ าเพาะต่อไบโอตินท่ีความ

เขม้ขน้ 1: 4,000 หลุมละ 100 ไมโครลิตร แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง บนเคร่ืองเขยา่ เป็นเวลา 30 นาที ลา้ง

แต่ละหลุมดว้ย PBST 3 คร้ัง จากนั้นน ามาเติมสารละลายสับสเตรตของเอนไซม ์ประกอบดว้ย TMB และ 

H2O2 ละลายใน 205 mM potassium citrate buffer, pH 4.0 หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มในท่ีมืด อุณหภูมิหอ้ง 

เป็นเวลา 15 นาที เติม 1 M H2SO4 หลุมละ 100 ไมโครลิตร  เพื่อหยดุปฏิกิริยาเอนไซม ์แลว้ท าการวดัค่า

ดูดกลืนแสง 450 นาโนเมตร ดว้ยเคร่ือง ELISA microplate reader 

 



36 
 

3.4.7.3.1 การเช่ือมต่อระหวา่งแอนติบอดีกบัไบโอติน (Ab-biotin)  

                การเช่ือมต่อ Ab-Biotin เร่ิมจากน าแอนติบอดี 1.5 มิลลิกรัมไปท าไดอะไลซิสใน 

0.1 M carbonate buffer, pH 8.4 ขา้มคืน แลว้ท าการเติมไบโอติน 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ท่ีละลายใน 

DMSO กวนเบาเป็นเวลา 4 ชัว่โมงท่ีอุณหภูมิหอ้ง จากนั้นน าไปท าไดอะไลซิสดว้ย  PBS เป็นเวลา 3 วนั ท่ี

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยเปล่ียน PBS วนัละ 2 คร้ัง ทุกๆ 6 ชัว่โมง จากนั้นน ามาวดัปริมาณโปรตีนดว้ย

วธีิ BCA 

3.4.7.3.2 การหาอตัราส่วนท่ีเหมาะสมของ TC- OVA กบั   Ab-biotin 

                หาอตัราส่วนท่ีเหมาะสมระหวา่ง  TC- OVA กบัAb-biotin โดยการแปรความเขม้ขน้ของ  

TC ท่ีเช่ือมต่อกบั OVA   0.1- 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  และแอนติบอดีท่ีเช่ือมต่อกบัไบโอติน  0.01-5 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  แลว้น ามาทดสอบดว้ยวธีิ  biotin-indirect competitive ELISA และทดสอบหาความ

ไวของชุดตรวจสอบต่อไป 

  3.4.8    การสร้างกราฟมาตรฐาน 

                      ท าการเคลือบ  TC- OVA ความเขม้ขน้ 0.125 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บนพื้นผวิในของจาน 

ELISA ชนิด 96 หลุมๆ ละ 100 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 12-16 ชัว่โมง แลว้ลา้ง

ดว้ย PBST 3 คร้ัง เติมสารละลายนมพร่องมนัเนย 5% หลุมละ 300 ไมโครลิตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็น

เวลา 30 นาที ลา้งแต่ละหลุมดว้ย PBST 3 คร้ัง เติมTCในรูปอิสระเจือจางท่ีความเขม้ขน้เท่ากบั 0, 0.1, 0.25, 

0.5, 1, 2.5, 5, 10, 20 และ 40 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร  ลงไปพร้อมกั บ Ab-biotin ความเขม้ขน้ 0.25 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 2 ชัว่โมง บนเคร่ืองเขยา่ จากนั้น

ลา้งแต่ละหลุมดว้ย PBST 3 คร้ัง เติม streptavidin-HRP ซ่ึงจ าเพาะต่อไบโอตินท่ีความเขม้ขน้ 1: 4,000 หลุม

ละ 100 ไมโครลิตร  บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 30 นาที บนเคร่ืองเขยา่ ลา้งแต่ละหลุมดว้ย PBST 3 คร้ัง 

จากนั้นน ามาเติมสารละลายสับสเตรตของเอนไซม ์ประกอบดว้ย TMB และ H2O2 ละลายใน 205 mM 

potassium citrate buffer pH 4.0 หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มในท่ีมืดอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 15 นาที เติม 1 

M H2SO4 หลุมละ 100 ไมโครลิตร เพื่อหยดุปฏิกิริยาเอนไซม ์แลว้ท าการวดัค่าดูดกลืนแสงท่ี 450    นาโน

เมตร ดว้ยเคร่ือง ELISA microplate reader 
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3.4.9     การเตรียมตัวอย่าง 

                        การเตรียมตวัอยา่งน ้า ผึ้งเพื่อน ามาทดสอบในชุดตรวจสอบตน้แบบท าโดยชัง่น ้าผึ้งปริมาณ  1 

กรัม ลงในหลอดทดลอง ขนาด 15 มิลลิลิตร จ านวน 10 หลอด แลว้เติม TC ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั  

0, 2.5, 5, 10, 25, 50, 100 และ 200 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั มาเจือจางดว้ย  PBST ปริมาณ 9 

มิลลิลิตร เขยา่ใหเ้ขา้กนั จากนั้นน าไปตรวจสอบกบัชุดตรวจสอบตน้แบบ   Biotin-indirect  competitive  

ELISA เปรียบเทียบความเขม้ขน้ของ TC ท่ีไดก้บักราฟมาตรฐานฟ 

 

3.4.10  การประเมินประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบต้นแบบ 

3.4.10.1 การหาค่าความไว (sensitivity)  

          น าอตัราส่วนระหวา่งแอนติเจนกบัแอนติบอดีท่ีได้   จากชุดตรวจสอบทั้ง  3 แบบ มา

ทดสอบกบั TCใ นรูปอิสระตั้งแต่  0-1,000 ng/ml น าค่าการดูดกลืนแสงท่ีไดจ้ากผล ELISA มาค านวณหาค่า 

IC50 ดว้ยโปรแกรมส าเร็จรูป GraphPad Prism 4.03 และค านวณเป็นค่า LOD และ LOQ โดยค่า IC50  หาได้

จาก 50% B/B0 คือ  

    IC50 : 50% B/B0 

เม่ือ B  คือ  ค่าการดูดกลืนแสงจาก ELISA ท่ีมี TC ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ 

B0 คือ  ค่าการดูดกลืนแสงจาก ELISA ท่ีไม่มี TC 

                                  หาค่า LOD และ LOQ (Limit of Quantitation) จากการน าค่าเฉล่ียของการดูดกลืนแสง

ท่ี 450 นาโนเมตร (n = 9) ท่ีไม่มีเตตราไซคลิน (B0) มาลบออกจาก 3 และ 10 เท่าของค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน

ของ B0 ตามล าดบั โดยน าค่าความเขม้ขน้ของ  TC มาเขียนกราฟโดยใหแ้กน X เป็นค่าลอการิทึมของความ

เขม้ขน้ของ TC และแกน Y เป็นค่า % B/B0  

LOD  : B0 - 3SD 

  LOQ   :   B0 - 10SD 
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โดยท่ี  B0   คือ  ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 450 นาโนเมตร โดยท่ีไม่มี TC 

  SD คือ  ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานของ B0 

                 LOD คือ ปริมาณต ่าสุดท่ีสามารถวดัได ้

         LOQ คือ ปริมาณต ่าสุดท่ีสามารถวดัไดอ้ยา่งถูกตอ้ง 

3.4.10.2 การทดสอบปฏิกิริยาขา้ม (cross reactivity)  

          ทดสอบการเกิดปฏิกิริยาขา้มกบัสารในกลุ่ม TC และนอกกลุ่ม TC ของชุดตรวจสอบ

ตน้แบบ ดว้ยวธีิ   Biotin-indirect  competitive  ELISA  โดยสารในกลุ่ม เตตราไซคลินท่ีน ามาทดสอบ ไดแ้ก่ 

เตตราไซคลินไฮโดรคลอไรด ์(TC-HCl), คลอเตตราไซคลิน ไฮโดรคลอไรด์  (CTC-HCl), โรลิเตตราไซคลิน 

(RTC), ออกซีเตตราไซคลินไฮโดรคลอไรด์        (OTC-HCl)  และด็อกซีเตตราไซคลิน  (DC) ส่วนยา

ปฏิชีวนะนอกกลุ่มเตตราไซคลินไดแ้ก่ เพนิซิลลินจี (penicllin G), ฟูราโซลิโดล (furasolidole) นอร์ฟลอกซา

ซิน (norfloxacin) และคลอแรมฟินิคอล  (chloramphenicol) รวมถึงเคลนบูเทรอล  (clenbuterol) ซ่ึงเป็นสาร

เร่งเน้ือแดง 

น าค่าการดูดกลืนแสงท่ีไดจ้ากผล ELISA มาหาค่า IC50 ดว้ยโปรแกรม GraphPad Prism 4.03 โดย

คิดจาก 50% B/B0 แลว้ค านวณเป็นเปอร์เซ็นตป์ฏิกิริยาขา้ม (% cross-reactivity) โดยสูตรค านวณ ดงัน้ี 

 

เปอร์เซ็นตป์ฏิกิริยาขา้ม  =           IC50 ของ TC x 100 

     

3.4.10.3   การหาค่าความถูกตอ้ง (accuracy) ของชุดตรวจสอบ 

            น าตวัอยา่งท่ีมีการเติม TC ท่ีความเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น  0, 2.5, 5, 10, 25, 50, 100 และ 

200 ng/ml  มาหาค่า % recovery โดยท าการตรวจหาความเขม้ขน้ของ TC ท่ีมีอยูใ่นตวัอยา่งและน าผลท่ีไดม้า

เปรียบเทียบกบัความเขม้ขน้ TC จากกราฟมาตรฐาน โดยค านวณหาค่า % Recovery จากสูตรดงัน้ี 

 

 IC50 ของสารท่ีทดสอบ 
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    % Recovery       =       ความเขม้ขน้ของ TC ท่ีวเิคราะห์ได ้    X   100 

             ความเขม้ขน้ของ TC ท่ีเติมลงไป 

 

3.4.10.4 การหาค่าความแม่นย  า (precision) ของชุดตรวจสอบ  

            หาไดจ้ากการศึกษาความแปรปรวนของการท าการทดลองซ ้ าในคร้ังเดียวกนั (intra-

variation assay) และการท าการทดลองซ ้ าระหวา่งคร้ังการทดลอง (inter-variation assay) ดงัน้ี 

3.4.10.4.1 intra-variation assay  

          ท  าการหาค่าเฉล่ีย standard deviation (SD) และ % coeffecient of variation (% 

CV)  ของการวเิคราะห์ตวัอยา่ง 9 ซ ้ าจากชุดตรวจสอบตน้แบบ ซ่ึง % CV ค านวณไดจ้ากสูตร 

% CV = SD  x  100   

          

โดยท่ี    % CV   คือ  ค่าร้อยละของสัมประสิทธ์ิความแปรปรวน 

  คือ  ค่าเฉล่ียของค่าการดูดกลืนแสงท่ี 450 นาโนเมตรโดยวธีิ  

                              Biotin-indirect  competitive  ELISA  

 SD คือ  ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานของค่าการดูดกลืนแสงท่ี 450 นาโนเมตร 

3.4.10.4.2   Inter-variation assay  

                                         ท  าการหาค่าเฉล่ีย , ค่า standard deviation (SD) และ % coeffecient of variation 

(% CV) ของการวเิคราะห์ตวัอยา่งเดียวกนั 8 คร้ัง ท่ีเวลาต่างกนัดว้ยวธีิ  Ab-captured direct competitive 

ELISA แต่ท าการทดสอบโดยท่ีแต่ละคร้ังท า 9 ซ ้ า เม่ือท าทุกคร้ังรวมกนัแลว้ได ้ 72 ซ ้ า จากนั้นน าขอ้มูลท่ี

ไดม้าหาค่า  , SD และ % CV  
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3.4.11      การวเิคราะห์เตตราไซคลนิในน า้ผึง้ทีม่ีจ าหน่ายของไทย 

                         ชัง่น ้าผึ้งปริมาณ 1 กรัม จาก 9 แหล่ง ลงในหลอดทดลอง ขนาด 15 มิลลิลิตร จ านวน      9 

หลอด  มาเจือจางดว้ย PBST ปริมาณ 9 มิลลิลิตร น าไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว  2,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา  10 

นาที จากนั้นน าไปตรวจสอบกบัชุดตรวจสอบต้ นแบบ เปรียบเ ทียบความเขม้ขน้ของ เตตราไซคลิน ท่ีไดก้บั

สารละลายมาตรฐานเตตราไซคลิน  
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บทที ่4  

ผลการด าเนินการวจิัยและอภิปราย 

4.1  การท าโมโนโคลนอลแอนติบอดีให้บริสุทธ์ิ 

 จากการน าเซลลไ์ฮบริโดมาท่ีผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ TC  รหสัโคลน 12-3F ท่ีเก็บไวใ้น

ไนโตรเจนเหลว มาเล้ียงในอาหารเล้ียง RPMI-1640 ท่ีมี 10% FCS และท าการขยายเพิ่มจ านวนเซลลไ์ฮบริโด

มา เก็บอาหารเล้ียงเซลลซ่ึ์งมีโมโนโคลนอลแอนติบอดีอยู ่และน าอาหารเล้ียงเซลลท่ี์ไดผ้า่นคอลมัน์ Protein 

G affinity chromatography  โดยแอนติบอดีจะถูกจบัอยูใ่นคอลมัน์ และจะถูกชะออกมาโดยใชบ้ฟัเฟอร์ท่ี pH 

2.7 โดยเก็บทีละส่วน (fraction) และน ามาตรวจหาปริมาณโปรตีน โดยวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 280 นาโน

เมตร พบวา่  fraction ท่ี 8-12 มีค่าการดูดกลืนแสงตั้งแต่ 0.4-1.55  (รูปท่ี 4.1) ซ่ึงแสดงใหเ้ห็นวา่เป็นส่วนท่ี

โปรตีนหรือแอนติบอดีถูกชะออกมา  

       จากนั้นน าโมโนโคลนอลแอนติบอดี ท่ีเก็บไดใ้น fraction ท่ี 8-12 มารวมกนัและหาค่าปริมาณโปรตีน

ดว้ยวธีิ BCA โดยใชก้ราฟมาตรฐานของ  BSA พบวา่ปริมาณโปรตีนในอาหารเล้ียงเซลลโ์คลน 12-3F ก่อน

และหลงัท าใหบ้ ริสุทธ์ิมีค่าเท่ากบั 5.30 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  และ3.67 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  ซ่ึงจะ

สังเกตเห็นวา่ปริมาณโปรตีนก่อนท าใหบ้ริสุทธ์ิสูงกวา่หลงัการท าใหบ้ริสุทธ์ิ เน่ืองจาก ในอาหารเล้ียงเซลลมี์

การเติมซีรัมและส่วนผสมอ่ืนเพิ่มเติมเขา้ไปเพื่อใหเ้ซลลเ์จริญเติบโตไดดี้ ซ่ึงเป็นการเพิ่มปริมาณโปรตีน 

ส่วนในอาหารเล้ียงเซลลเ์ม่ือผา่นการท าใหบ้ริสุทธ์ิแลว้จะไดเ้ฉพาะแอนติบอดี เน่ืองจากโปรตีนจีนั้นมี

ความจ าเพาะสูงในการจบัแอนติบอดีไวใ้นคอลมัน์ ท าใหป้ริมาณโปรตีนของแอนติบอดีหลงัท าใหบ้ริสุทธ์ิมี

ค่าต ่ากวา่ ดงัตารางท่ี 4.1 
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รูปท่ี 4.1   โครมาโตแกรมแสดงล าดบัส่วน (fraction) และค่าการดูดกลืนแสงท่ี 280 นาโนเมตร  

     ของโปรตีนท่ีชะออกมาจากคอลมัน์โปรตีนจี โดยใชบ้ฟัเฟอร์ pH 2.7    (          ) 

 

ตารางท่ี 4.1   ผลการวเิคราะห์ปริมาณโปรตีนของอาหารเล้ียงเซลลก่์อนและหลงัการท า  

                         ใหบ้ริสุทธ์ิดว้ยวธีิ BCA 

 

 

 

 

 4.2    การตรวจสอบความบริสุทธ์ิด้วยเทคนิค SDS-PAGE ของแอนติบอดีหลงัจากท าให้บริสุทธ์ิ  

          จากการน าแอนติบอดีท่ีผา่นขั้นตอนการท าใหบ้ริสุทธ์ิมาวเิคราะห์ดว้ย SDS-PAGE เทียบกบัโปรตีน

ก่อนการท าใหบ้ริสุทธ์ิ  โดยแสดงผลใ นรูปท่ี 4.2 จะพบแถบโปรตีนอยา่งชดัเจนท่ีบริเวณ 66 กิโลดาลตนั 
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(kDa)  ในตวัอยา่งอาหารเล้ียงเซลลแ์ละแอนติบอดีก่อนท าใหบ้ริสุทธ์ิ แต่ ในตวัอยา่งแอนติบอดีท่ีผา่นการท า

ใหบ้ริสุทธ์ิจะพบแถบโปรตีน 2 แถบ คือท่ี 62 และ 25 กิโลดาลตนั ทั้งน้ีเน่ืองมาจากในตวัอยา่งก่อนการท า

ใหบ้ริสุทธ์ินั้นจะมีโปรตีนจากซีรัมท่ีเติมลงไปในอาหารเล้ียงเซลลป์นอยูม่าก แต่เม่ือน าตวัอยา่งไปผา่นการ

ท าใหบ้ริสุทธ์ิ โปรตีนเหล่าน้ี จะถูกก าจดัออกท าใหไ้ม่พบแถบของโปรตีนดงักล่าวในตวัอยา่งท่ีผา่นการท า

ใหบ้ริสุทธ์ิ อีกทั้งมีการท าลายพนัธะไดซลัไฟดร์ะหวา่งโมเลกุลของแอนติบอดี ท าใหส่้วน heavy-chain และ 

light-chain แยกออกจากกนั ดงันั้นหลงัจากการท าใหบ้ริสุทธ์ิแอนติบอดีมีความเขม้ขน้ข้ึนจึงพบแถบโปรตีน

ดงักล่าว  ซ่ึงขนาดของโปรตีนทั้งสองแถบ น้ีสอดคลอ้งกบังานวจิยัของ ชมพนิูกข ์กาญจนพงัคะ  (2008) และ 

Harlow และ Lane (1988) ท่ีพบแถบยอ่ย 2 แถบ คือ H-chain และ L-chain ซ่ึงเป็นหน่วยยอ่ยของสายพอลิ

เพปไทดข์องแอนติบอดี  

                                                                         

     

รูปท่ี 4.2   ผลการท า SDS-PAGE  ช่องหมายเลข 1 คือ โปรตีนมาตรฐาน (ปริมาณ 2.5 ไมโครกรัม)  

                ช่องหมายเลข 2 คือ FBS (5 ไมโครกรัม)  

                ช่องหมายเลข 3 คือ อาหารเล้ียงเซลลไ์ฮบริโดมา 

                ช่องหมายเลข 4 คือแอนติบอดีในอาหารเล้ียงเซลลท่ี์มี 10% FBS (5 ไมโครกรัม) 

                ช่องหมายเลข 5 คือ แอนติบอดีหลงัท าใหบ้ริสุทธ์ิแลว้ (5 ไมโครกรัม)   

                ช่องหมายเลข 6 คือ แอนติบอดีหลงัท าใหบ้ริสุทธ์ิแลว้ (10 ไมโครกรัม)  
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4.3  การตรวจสอบความสามารถของแอนติบอดีหลงัการท าให้บริสุทธ์ิต่อ TC ในรูปอสิระ 

 น าโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลงัการท าใหบ้ริสุทธ์ิมาทดสอบความสามารถในการจบักบั TC ใน

รูปอิสระ ดว้ย Indirect competitive ELISA โดยมีตวัควบคุมลบ คือ PBS และตวัควบคุมบวก คือ ความ

เขม้ขน้ของเตตราไซคลินท่ี 1,000 ng/ml พบวา่ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร จะลด

ต ่าลงเม่ือความเขม้ขน้ของเตตราไซคลินในรูปอิสระสูงข้ึน ดงัแสดงดงั รูปท่ี 4.3 แสดงใหเ้ห็นวา่แอนติบอดีท่ี

ผา่นการท าใหบ้ริสุทธ์ินั้นยงัคงมีสามารถจบั TC ในรูปอิสระได ้ 

 

รูปท่ี 4.3   กราฟแสดงผลการทดสอบความจ าเพาะของแอนติบอดีบริสุทธ์ิต่อ TC ใน  

                 รูปอิสระดว้ยวธีิ Biotin-indirect competitive ELISA โดยเคลือบหลุมดว้ย TC-OVA 5   

                 ug/ml   และแอนติบอดีความเขม้ขน้ 2 ug/ml 

 

4.4  การเช่ือมต่อระหว่าง TC กบั OVA (TC-OVA) 

        เน่ืองจาก TC มีขนาดโมโลกุลเล็ก (มวลโมเลกุล 444 ดาลตนั)   ซ่ึงไม่เหมาะสมส าหรับการเคลือบจาน 

ELISA โดยตรง ดงันั้นจึงตอ้งท าการเช่ือมต่อ TC กบัโปรตีนท่ีมีขนาดใหญ่ ส าหรับการท า ELSA โดยไดท้  า

การเช่ือม TC กบั OVA และทดสอบประสิทธิภาพการเช่ือมติด โดยการวเิคราะห์ดว้ยเทคนิค MALDI- TOF 

MS จากโครมาโทแกรมท่ีได ้ (รูปท่ี.4.4.) พบวา่ OVA มีมวลโมเลกุล 4,4757.79 ดาลตนั  และสารเช่ือมต่อท่ี
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ไดมี้มวลโมเลกุล 45,319.64 ดาลตนั ซ่ึงเพิ่มข้ึน 561.85 ดาลตนั เน่ืองจาก TC  มีมวลโมเลกุล 444.44 ดาลตนั 

จึงสามารถค านวณหาอตัราส่วนโมเลกุลการเช่ือมติดของ TC บน OVA ได ้เท่ากบั 1.26 โมเลกุล    

 

 

  

รูปท่ี 4.4 โครมาโตแกรมของ OVA (A) และ TC-OVA (B) โดยวธีิ  MALDI-TOF MS 

 

4.5 การเตรียมชุดตรวจสอบ ELISA 

4.5.1 ชุดตรวจสอบแบบ direct competitive ELISA  

4.5.1.1 การหาอตัราส่วนท่ีเหมาะสมระหวา่งแอนติบอดีกบั TC-HRP 

           ท  าการหาอตัราส่วนท่ีเหมาะสมระหวา่งแอนติบอดีท่ีเคลือบหลุมกบั TC-HRP 

ส าหรับการเตรียมชุดตรวจสอบแบบ direct competitive ELISA โดยท าการแปรค่าความเขม้ขน้ของ

แอนติบอดีท่ี 0.5, 1, 2.5 และ 5 ug/ml  และใชค้วามเขม้ขน้ของ TC-HRP อยูใ่นช่วง 0.1-1.0 ug/ml โดยมี

เกณฑใ์นการก าหนดอตัราส่วนท่ีเหมาะสม คือ อตัราส่วนท่ีใหค้่าการดูดกลืนแสงในการท า direct ELISA 

ประมาณ 1.0-1.5 ไดผ้ลดงัแสดงในตารางท่ี 4.2 พบวา่ไดค้วามเขม้ขน้ของแอนติบอดีและแอนติเจนท่ีใหค้่า

การดูดกลืนแสงท่ีเหมาะสม 3 อตัราส่วน โดยแอนติบอดีท่ี 5, 2.5 และ 1 ug/ml จะใช ้TC-HRP ท่ี 0.25, 0.25 

และ 2.5 ug/ml ตามล าดบั จึงน าความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมดงักล่าวไปใชใ้นการหาความไวของแอนติบอดีต่อ

TC ในรูปอิสระต่อไป  

ตารางท่ี 4.2  อตัราส่วนท่ีเหมาะสมระหวา่งแอนติบอดีกบั TC-OVA ดว้ยวธีิ direct competive ELISA 

45319.64 - 44757.79 = 1.26                      

               โมเลกลุ 

             444.44 

 

A 

 

B 
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ความเขม้ขน้ของ TC-HRP 

(ug/ml) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 450 นาโนเมตร 

ความเขม้ขน้ของ Ab  (ug/ml) 

5 2.5 1 0.5  

0.10 0.894 0.701 0.411 0.190 

0.25 1.435* 1.123* 0.609 0.227 

0.50 1.865 1.526 0.818 0.239 

1.00 2.209 1.769 0.956 0.356 
 

หมายเหตุ ค่าท่ีแสดงโดยตวัเลขทึบ* คือ ค่าการดูดกลืนแสงจากการท า ELISA ท่ีใชแ้อนติเจนและแอนติบอดี

ท่ีมีความเขม้ขน้ท่ีเลือกส าหรับใชใ้นการทดสอบความสามารถของแอนติบอดีในการจบักบั TC รูปอิสระ 

4.5.1.2  การทดสอบหาขีดความสามารถในการตรวจของชุดตรวจสอบตน้แบบ 

              ทดสอบหาขีดความสามารถในการตรวจของชุดตรวจสอบตน้แบบโดยใชค้วาม

เขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของแอนติบอดีท่ีเคลือบหลุม และ TC-HRP ท่ีหาได ้มาทดสอบกบั  TC ในรูปอิสระท่ี

ความเขม้ขน้ 0-1,000 ng/ml น าค่าการดูดกลืนแสงท่ีไดม้าสร้างกราฟในรูปร้อยละของอตัราส่วนระหวา่ง 

B/B0 โดยท่ี B คือค่าการดูดกลืนแสงในภาวะท่ีมี TC ในรูปอิสระท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ และ B0 คือ ค่าการ

ดูดกลืนแสงในภาวะท่ีไม่มี TC จากนั้นหาค่าความไวของแอนติบอดีดว้ยวธีิน้ีโดยดูจากค่า IC50 ซ่ึงเป็นค่า

ความเขม้ขน้ของ TC อิสระท่ีใหค้่า % B/B0 เท่ากบั 50% พบวา่เม่ือใชแ้อนติบอดีท่ีความเขม้ขน้ 5 ug/ml 

และความเขม้ขน้ของ     TC-HRP ท่ี 0.25 ug/ml ใหค้่า IC50 เท่ากบั 20.13 ng/ml เม่ือใชแ้อนติบอดีท่ีความ

เขม้ขน้ 2.5 ug/ml และความเขม้ขน้ของ TC-HRP ท่ี 0.25 ug/ml ใหค้่า IC50 เท่ากบั 10.73 ng/ml (ผลดงัรูปท่ี 

4.5) จากการเปรียบเทียบค่า IC50 ท่ีไดจ้ากทั้ง 2 ภาวะ พบวา่ความเขม้ขน้ของ แอนติบอดีท่ี 2.5 ug/ml และ

ความเขม้ขน้ของ     TC-HRP ท่ี  2.5 ug/ml ใหค้่า IC50 ต  ่าท่ีสุด แสดงวา่ความเขม้ขน้ดงักล่าวเป็นความ

เขม้ขน้ท่ีเหมาะสมท่ีสุดท่ีท าใหก้ารตรวจดว้ยวธีิ direct competitive ELISA มีความไวสูงสุด 
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รูปท่ี 4.5   ผลการทดสอบความไวของแอนติบอดีกบัเตตราไซคลินในรูปอิสระดว้ยวธีิ Ag- captured    

                direct  competitive ELISA โดยแปรอตัราส่วนระหวา่งแอนติบอดีท่ีเคลือบหลุมกบั TC-HRP    

                ท่ีความเขม้ขน้ 5 และ 0.25 ug/ml  และความเขม้ขน้ท่ี 2.5 และ 0.25 ug/ml  ตามล าดบั   

 

4.5.2  ชุดตรวจสอบแบบ indirect competitive ELISA  

4.5.2.1   การหาอตัราส่วนท่ีเหมาะสมระหวา่งแอนติบอดีกบั TC-OVA  

          หาอตัราส่วนท่ีเหมาะสมระหวา่งแอนติบอดีกบั  TC-OVA ดว้ย indirect competitive 

ELISA โดยเคลือบหลุมของจาน ELISA ชนิด 96 หลุมดว้ย TC-OVA ท่ีความเขม้ขน้ 0.5, 1, 1.25, 2.5 และ 5 

ug/ml  แลว้จึงท าการแปรความเขม้ขน้ของแอนติบอดีท่ี 0.01-2 ug/ml  แลว้เลือกอตัราส่วนท่ีใหค้่าการ

ดูดกลืนแสงประมาณ 1.0-1.5 โดยพบความเขม้ขน้ของแอนติบอดีและแอนติเจนท่ีใหค้่าการดูดกลืนแสงท่ี

เหมาะสม 3 อตัราส่วน คือ ภาวะท่ีความเขม้ขน้ของ TC-OVA ท่ี 1, 1.25 และ 2.5 ug/ml กบัความเขม้ขน้ของ

แอนติบอดีท่ี 0.05, 0.025 และ 0.025  ug/ml ตามล าดบั ดงัในตารางท่ี 4.3 แลว้น าความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสม

ดงักล่าวไปหาความไวต่อ TC ในรูปอิสระต่อไป 
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ตารางท่ี 4.3   ผลการหาอตัราส่วนท่ีเหมาะสมระหวา่งแอนติบอดีกบั  TC-OVA โดยวธีิ indirect competitive 

ELISA                     

ความเขม้ขน้ของแอนติบอดี 

(ug/ml) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 450 นาโนเมตร 

ความเขม้ขน้ของ TC-OVA  (ug/ml) 

0.5 1.00 1.25 2.50 5.0 

0.010 0.501 0.605 0.685 0.209 0.661 

0.025 0.848 1.113 1.178* 1.209* 1.166 

0.050 1.166 1.465* 1.585 1.566 1.504 

0.100 1.575 1.841 1.918 2.002 1.977 

หมายเหตุ ค่าท่ีแสดงโดยตวัเลขทึบ* คือ ค่าการดูดกลืนแสงจากการท า ELISA ท่ีใชแ้อนติเจนและแอนติบอดี

ท่ีมีความเขม้ขน้ท่ีเลือกส าหรับใชใ้นการทดสอบความสามารถของแอนติบอดีในการจบักบั TC ในรูปอิสระ 

 

4.5.2.2   การทดสอบหาขีดความสามารถในการตรวจของชุดตรวจสอบตน้แบบ 

               ทดสอบหาขีดความสามารถของชุดตรวจสอบชนิด Indirect competitive ELISA 

โดยอตัราส่วนท่ีเหมาะสมระหวา่งแอนติบอดีกบั  TC-OVA 3 อตัราส่วน มาทดสอบกบั  TC ในรูปอิสระท่ี

ความเขม้ขน้ 0-1,000 ng/mlไดผ้ลแสดงในรูปท่ี 4.6 พบวา่เม่ือใช้  TC-OVA 1 ug/ml  กบัแอนติบอดี 0.05 

ug/ml ใหค้่า IC50 เท่ากบั 1.46  ng/ml เม่ือใช้ TC-OVA 1.25 ug/ml กบัแอนติบอดี 0.025 ug/ml ใหค้่า IC50 

เท่ากบั 1.13 ng/ml และเม่ือใช ้TC-OVA 2.5 ug/ml กบัแอนติบอดี 0.025 ug/ml ใหค้่า IC50 เท่ากบั 2.04 ng/ml 

ดงันั้นอตัราส่วนท่ีใหค้วามไวสูงสุด คือ ความเขม้ขน้ของ      TC-OVA และแอนติบอดี ท่ี 1.25 ug/ml และ 

0.025 ug/ml ตามล าดบั แสดงดงัรูปท่ี 4.6 
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รูปท่ี 4.6   ผลการทดสอบความไวของแอนติบอดีกบั TCในรูปอิสระโดยแปรอตัราส่วนระหวา่งแอนติบอดี

กบั TC-OVA ดว้ยวธีิ  indirect competitive ELISA โดย เคลือบหลุมดว้ย  TC-OVA 1, 1.25 และ 2.5 ug/ml 

และแอนติบอดีความเขม้ขน้ 0.05, 0.025 และ 0.025 ug/ml  ตามล าดบั  

 

4.5.3  ชุดตรวจสอบแบบ Biotin indirect competitive ELISA  

4.5.3.1   การหาอตัราส่วนท่ีเหมาะสมระหวา่ง TC-OVA กบั Ab-biotin  

              ท  าการหาอตัราส่วนในการจบัท่ีเหมาะสมระหวา่ง TC-OVA ท่ีเคลือบหลุมกบั  Ab-

biotin ท่ีเหมาะสมในการเตรียมชุดตรวจสอบแบบ biotin-indirect competitive ELISA โดยท าการแปรค่า

ความเขม้ขน้ของ  TC-OVA ในช่วง 0.125-1.0 ug/ml และ Ab-biotin ในช่วง 0.025-0.25 ug/ml และเม่ือน า 

Ab-biotin ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ มาทดสอบ  ไดค้วามเขม้ขน้ของแอนติบอดีและแอนติเจนท่ีใหค้่าการดูดกลืน

แสงท่ีเหมาะสม 3 อตัราส่วน คือ TC-OVA 0.125, 0.25 และ 0.5 ug/ml กบั Ab-biotin ท่ี 0.05, 0.1 และ 2.5 

ug/ml ตามล าดบั ดงัแสดงในตารางท่ี 4.4 น าความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมดงักล่าวไปใชใ้นการหาความไวต่อ TC

ในรูปอิสระต่อไป 
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ตารางท่ี 4.4   ผลการหา อตัราส่วนท่ีเหมาะสมของ  TC-OVA กบั Ab-biotin ดว้ยวธีิ  Biotin indirect 

competitive ELISA 

                      ความเขม้ขน้ของ 

TC-OVA 

(ug/ml) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 450 นาโนเมตร 

ความเขม้ขน้ของ Ab-biotin  (ug/ml) 

0.025 0.05 0.1 0.25 0.5 

0.125 0.266 0.431 0.746 1.115* 1.615 

0.250 0.345 0.678 1.395* 1.959 2.444 

0.500 0.665 1.303* 2.303 2.609 2.783 

1.000 0.772 1.611 2.639 2.772 1.646 

หมายเหตุ ค่าท่ีแสดงโดยตวัเลขทึบ* คือ ค่าการดูดกลืนแสงจากการท า ELISA ท่ีใชแ้อนติเจนและแอนติบอดี

ท่ีมีความเขม้ขน้ท่ีเลือกส าหรับใชใ้นการทดสอบความสามารถของแอนติบอดีในการจบักบั TC ในรูปอิสระ 

4.5.3.2   การทดสอบหาขีดความสามารถในการตรวจของชุดตรวจสอบตน้แบบ 

               ทดสอบหาความสามารถระหวา่ ง Ab-biotin  กบั TC ในรูปอิสระดว้ยวธีิ biotib-indirect 

competitive ELISA จากอตัราส่วนท่ีเหมาะสม 3 อตัราส่วน มาทดสอบกบัTCในรูปอิสระท่ีความเขม้ขน้ 0-

1,000 ng/ml พบวา่ในภาวะท่ีใช ้ TC-OVA ความเขม้ขน้ 0.125 ug/ml และ Ab-biotin ท่ี 0.25  ug/ml ใหค้่า 

IC50 เท่ากบั 2.63 ng/ml ส่วนในภาวะท่ีใช้  TC-OVA ความเขม้ขน้ 0.25 ug/ml และแอนติบอดีท่ีเช่ือมต่อ

กบัไบโอติน  0.1 ug/ml ใหค้่า IC50 เท่ากบั 2.83 ng/ml ส่วนในภาวะท่ีใช ้ TC-OVA ความเขม้ขน้ 0.5 ug/ml 

และ Ab-biotin ท่ี 0.5 ug/ml ใหค้่า IC50 เท่ากบั 4.40 ng/ml ตามล าดบั แสดงใหเ้ห็นวา่อตัราส่วนท่ีใหค้วามไว

มากท่ีสุดคือ TC-OVA ความเขม้ขน้ 0.125 ug/ml และ Ab-biotin ท่ี 0.25 ug/ml ดงัแสดงในรูป 4.7  
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รูปท่ี 4.7  ผลการทดสอบความไวของแอนติบอดีกบั  TC ในรูปอิสระโดยแปรอตัราส่วน  ระหวา่ง  TC-OVA 

กบั Ab-biotin ดว้ยวธีิ Biotin indirect competitive ELISAโดยเคลือบหลุมดว้ย TC-OVA 0.125, 0.5 และ 

0.25 ug/ml และ Ab-biotin ท่ีความเขม้ขน้ 0.25, 0.1 และ 0.05 ug/ml ตามล าดบั   

4.5.4    การวิเคราะห์เปรียบเทียบชุดตรวจสอบ ELISA แบบต่างๆ 

                      เม่ือวเิคราะห์ชุดตรวจสอบ  ELISA ทั้ง 3 แบบท่ีพฒันาข้ึน เปรียบเทียบความไวของชุด

ตรวจสอบจากค่า IC50 และ LOD ไดผ้ลสรุปดงัแสดงในตาราง 4.5 โดยพบวา่ชุดตรวจสอบแบบ indirect 

competitive ELISA มีความไวสูงสุด รองลงมาคือ     biotin-indirect competitive ELISA, direct competitive 

ELISA ตามล าดบั โดยมีค่า IC50 เท่ากบั 1.13, 2.63, และ 10.73 ng/ml  

         จากการวเิคราะห์เปรียบเทียบชุดตรวจสอบ ELISA แบบต่างๆ ทั้ง 3 แบบขา้งตน้ จะเห็นไดว้า่

ชุดตรวจสอบทุกแบบมีค่า  LOD และ IC50 ท่ีต  ่า  สามารถน ามาใชต้รวจสอบ TCท่ีความเขม้ขน้ต ่ากวา่ค่า  

MRL (25 ng/ml)ได ้แต่มี 2 วธีิ คือ indirect competitive ELISA และ biotin-indirect competitive ELISA ท่ี

สามารถน ามาตรวจตวัอยา่งในน ้าผึ้งได ้เน่ืองจากในขั้น ตอนการเตรียมตวัอยา่งตอ้งมีการเจือจางอีก อยา่ง

นอ้ย 10 เท่า ค่าLOD ของทั้งสองวธีิน้ีก็ยงัสามารถตรวจไดค้รอบคลุมช่วง MRL  แต่ในการทดลองคร้ังน้ีจะ

เลือกใช้  biotin-indirect competitive ELISA ส าหรับเตรียมเป็นชุดตรวจสอบตน้แบบ เพื่อท าการหา

ประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบต่อไป เน่ืองจากใชเ้วลาท่ีนอ้ยกวา่วธีิ indirect competitive ELISA  ซ่ึงจะช่วย

ลดเวลาในการทดสอบ ไดผ้ลการทดสอบรวดเร็วข้ึน 
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ตารางท่ี 4.5  สรุปผลการเปรียบเทียบชุดตรวจสอบ ELISA แบบต่างๆ  

รูปแบบของชุดตรวจสอบ  อตัราส่วนท่ีเหมาะสม 

เวลาในการ

ทดสอบ 

(ชัว่โมง) 

IC50 

(ng/ml) 

LOD 

(ng/ml) 

 Direct competitive ELISA  Ab 1 ug/ml 

TC-HRP 2.5 ug/ml 

 

 

2.15 10.73 2.88 

 Indirect competitive ELISA  TC-OVA 1.25 ug/ml 

Ab 0.025 ug/ml 

 

 

3.15 

 

1.13 0.09 

Biotin-indirect competitive 

ELISA  

TC-OVA 0.125 ug/ml 

Ab-biotin 0.25 ug/ml 

 

2.15 

 

2.63 0.19 

 

4.6   การเตรียมชุดตรวจสอบต้นแบบด้วยวธีิ Biotin-indirect competitive ELISA  

4.6.1    การสร้างกราฟมาตรฐาน 

            หลงัจากการคดัเลือกชุดตรวจสอบท่ีมีความไวสูงสุดดงัท่ีกล่าวขา้งตน้ จึงท าการเตรียมชุด

ตรวจสอบตน้แบบดว้ยวธีิ biotin-indirect competitive ELISA  โดยใชค้วามเขม้ขน้ของ TC-OVA เคลือบ

หลุมเท่ากบั 0.125 ug/ml และ Ab-biotin เขม้ขน้   0.25 ug/ml และแปรความเขม้ขน้ของ TCใ นรูปอิสระเป็น

ตวัแข่งขนัในช่วง 0-1,000 ng/ml และน าขอ้มูลดงักล่าวมาสร้างกราฟโดยใชโ้ปรแกรม GraphPad Prism 4.03 

โดยใหแ้กน X เป็นลอการิทึมของความเขม้ขน้ของTCท่ีมีหน่วยเป็น ng/ml และแกน Y เป็นค่าการดูดกลืน
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แสงท่ีความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร จากนั้นท าการเลือกช่วงกราฟท่ีมีลกัษณะเป็นเส้นตรง มาสร้างเป็น

กราฟมาตรฐาน ซ่ึงไดค้วามเขม้ขน้ในช่วง 0- 20 ng/ml แสดงขอ้มูลดงัตารางท่ี 4.6 และรูปท่ี4.8  

ตารางท่ี 4.6  ผลของค่าการดูดกลืนแสงท่ี 450 นาโนเมตร และค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (SD) ท่ีไดจ้าก 

                   การท า biotin-indirect competitive ELISA  ส าหรับสร้างกราฟมาตรฐานของชุดตรวจสอบ  

                      TCตน้แบบ 

ความเขม้ขน้TC 

(ng/ml) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 

450 นาโนเมตร 
SD 

0 1.387 0.096 

0.25 1.392 0.059 

0.5 1.259 0.078 

1 1.099 0.047 

2.5 0.900 0.057 

5 0.742 0.003 

10 0.589 0.016 

20 0.335 0.034 
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รูปท่ี 4.8   กราฟมาตรฐานของชุดตรวจสอบตน้แบบ biotin-indirect competitive ELISA 

 

 4.6.2   การศึกษาปัจจัยของเวลาทีใ่ช้ในการบ่ม TC-OVA กบั Ab-biotin และ TC ในรูปอสิระ 

          ในการพฒันาชุดตรวจสอบส่ิงท่ีเป็นปัจจยัท่ีส าคญัอีกอยา่ง คือ เวลาในขั้นตอนต่างๆ ของชุด

ตรวจสอบ ดงันั้นในการพฒันาชุดตรวจสอบตน้แบบจึงตอ้งค านึงถึงเวลาท่ีสะดวกและง่ายต่อการใชง้านมาก

ท่ีสุด โดยท าการเตรียมชุดตรวจสอบตน้แบบดว้ยวธีิ biotin-indirect competitive ELISA  โดยแปรเวลาใน

การบ่ม 3 ภาวะ คือ 1, 1.5 และ 2 ชัว่โมง เพื่อเปรียบเทียบความไว (sensitivity) พบวา่ค่า IC50 ในการบ่มท่ี 1, 

1.5 และ 2 ชัว่โมง มีค่าเท่ากบั 0.92, 1.01 และ 1.23 ng/ml ตามล าดบั (รูปท่ี 4.9) โดยบ่มท่ีเวลา 1 ชัว่โมง ให้

ค่า IC50  และ LOD ต ่าท่ีสุด แต่จะพบวา่ค่าการดูดกลืนแสงของการบ่มท่ี 1 ชัว่โมง มีค่าต ่ากวา่การบ่มท่ีเวลา 2 

ชัว่โมงมาก (รูปท่ี 4.9) ซ่ึงบ่งบอกไดว้า่เวลาดงักล่าวยงัเกิดการท าปฏิกิริยาท่ีไม่สมบูรณ์  ดงันั้นจึงเลือกใช้

เวลา 1.5 ชัว่โมง เป็นเวลาในการท าปฏิกิริยา และพฒันาเป็นชุดตรวจสอบ  biotin-indirect competitive 

ELISA  ต่อไป 

y = -0.234ln(x) + 1.0945
R² = 0.9926
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รูปท่ี 4.9       กราฟแสดงผลการทดสอบความไวของแอนติบอดีต่อ TC ในรูปอิสระ ท่ีบ่ม  

                    ดว้ยเวลาท่ี 1, 1.5 และ 2 ชัว่โมง ดว้ยโปรแกรม GraphPad Prism 4.03 โดยเคลือบหลุมดว้ย        

                    TC-OVA 0.125 ug/ml และแอนติบอดีความเขม้ขน้ 0.25 ug/ml ดว้ยวธีิ biotin-indirect   

                       competitive   ELISA             

4.6.3    การศึกษาปัจจัยของชนิดของ blocking solution  

           เน่ืองจากมีรายงานวา่ชนิดของ blocking solution มีผลกระทบต่อ ELISA ในขั้นตอนการ

ทดสอบตวัอยา่ง  (Jeon and Peang, 2008) จึงไดท้  าการศึกษาผลกระทบของ  blocking solution โดยท าการ

เตรียมชุดตรวจสอบตน้แบบดว้ยวธีิ biotin-indirect competitive ELISA โดยแปรชนิดของ blocking solution 

เป็น 3 ชนิด คือ 5% สารละลายนมพร่องมนัเนย , 1% BSA และ 1% OVA และเปรียบเทียบความไวของชุด

ทดสอบ พบวา่ไดค้่า IC50  เท่ากบั 0.41, 4.75 และ 6.28 ng/ml ตามล าดบั      (รูปท่ี 4.10)  ดงันั้น 5% นมพร่อง

มนัเนย จึงเป็น blocking solution ท่ีเหมาะสมท่ีสุด  ท่ีน ามาใชก้บัชุดตรวจสอบ  TC ตน้แบบวธีิ  biotin-

indirect competitive ELISA เพื่อน าไปใชใ้นการวเิคราะห์ตวัอยา่งต่อไป 
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รูปท่ี 4.10    กราฟแสดงผลการทดสอบความไวของแอนติบอดีต่อTCในรูปอิสระ ท่ีใช ้  

                  blocking solution ต่างๆ กนัคือ  1% OVA, 1% BSA และ 5% skim milk ดว้ยโปรแกรม  

                  GraphPad Prism 4.03 โดยเคลือบหลุมดว้ย TC-OVA 0.125 ug/ml และแอนติบอดีความ  

                  เขม้ขน้ 0.25 ug/ml ดว้ยวธีิ biotin-indirect competitive ELISA 

 

 4.6.4    การศึกษาผลกระทบของตัวท าละลายต่อการวเิคราะห์ด้วยชุดตรวจสอบต้นแบบ  

                          มีรายงานการใช ้เมทานอล , PBS และ PBST มาใชส้กดัน ้าผึ้ ง (Pastor-Navarro, 2007; R-

Biofarm,2009; Bioo, 2009) ดงันั้นจึงใชต้วั จึงเลือกตวัท าละลายทั้ง 3 ชนิด คือ PBS, PBST และ PBS ท่ีเติม 

10% เมทานอล มาใชล้ะลายน ้าผึ้งท่ีอตัราส่วน 10 มิลลิลิตรต่อน ้าผึ้ง 1 กรัม โดยเตรียมความเขม้ขน้ของ  TC 

สุดทา้ยเป็น 2.5, 5, 10, 25, 50, 100 และ 200 ng/ml เปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานใน PBS ท่ีไม่มีน ้าผึ้ง  

พบวา่ PBST เป็นตวัท าละลาย ท่ีเหมาะสมในการละลายตวัอยา่งน ้าผึ้งไดดี้ท่ีสุด เน่ืองจากแสดงกราฟท่ี

ใกลเ้คียงกบักราฟมาตรฐานมากท่ีสุด แสดงใหเ้ห็นวา่ PBST สามารถลด matrix effect จากตวัอยา่งไดแ้ละไม่

รบกวนระบบของ biotin-indirect competitive ELISA ท าใหส้ามารถตรวจสาร TC ในน ้าผึ้งได ้ จึงเลือก

สารละลายน้ี  มาใชล้ะลายตวัอยา่ง และใชเ้พื่อประเมินประสิทธิภาพของชุดทดสอบตน้แบบต่อไป  (รูปท่ี 

4.11) 
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รูปท่ี 4.11   กราฟของ TC น ้าผึ้งท่ีละลาย ในสารละลาย  PBS, PBST และ PBS ท่ีเติม 10% เมทานอล 

เปรียบเทียบกบั TC  ใน PBS ท่ีไม่มีน ้าผึ้ง 

4.6.5    การทดสอบปฏิกริิยาข้ามของชุดตรวจสอบ TC ต้นแบบ 

 จากการทดสอบปฏิกิริยาขา้มของชุดตรวจสอบ  TC จากตารางท่ี 4.7  พบวา่เกิดปฏิกิริยาขา้ม

ต่อสารในกลุ่ม TC ท่ีน ามาทดสอบ โดยแสดงค่าเปอร์เซ็นตป์ฏิกิริยาขา้ม (percent of cross reactivity) ท่ี 100, 

86, 27, 23 และ 19% ตามล าดบั และทดสอบปฏิกิริยาขา้มกบัสารนอกกลุ่ม TC ไดแ้ก่ เพนิซิลลินจี (penicllin 

G), ฟูราโซลิโดล (FZD), นอร์ฟลอกซาซิน  (Norfloxacin) คลอแรมฟินิคอล  (CAP) และ เคลนบูเทรอล  

(clenbuterol) พบวา่ค่าเปอร์เซ็นตป์ฏิกิริยาขา้มต ่ากวา่  0.01% (ตารางท่ี 4.11)  เน่ืองจากสารในกลุ่ม TC มี

โครงสร้างท่ีคลา้ยคลึงกนักบั TC มาก โดยสารในกลุ่ม ท่ีมีโครงสร้างคลา้ย TC ไดแ้ก่  TC ไฮโดรคลอไรด์  

(TC-HCl), โรลิTC (RTC), ด็อกซีเตตราไซคลิน (DC), คลอเตตราไซคลิน ไฮโดรคลอไรด์  (CTC-HCl) และ

ออกซีเตตราไซคลินไฮโดรคลอไรด์  (OTC-HCl)  ท าใหแ้อนติบอดีสามารถจดจ าและจบัโครงสร้างท่ีเหมือน 

TC ได ้แสดงใหเ้ห็นวา่ชุดตรวจสอบตน้แบบท่ีพฒันาข้ึนมีความจ าเพาะต่อสารกลุ่ม TCสูงและไม่ท าปฏิกิริยา

กบัสารนอกกลุ่มTC 
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ตารางท่ี 4.7   ผลการท าปฏิกิริยาขา้ม (cross-reactivity, CR) ของชุดตรวจสอบตน้แบบต่อสารใน       

                        กลุ่มและนอกกลุ่มTC 

สารทดสอบ        CR (%) 

สารในกลุ่ม 

TC 

 

 

 

สารนอกกลุ่ม 

TC 

 

 

เตตราไซคลิน ไฮโดรคลอไรด ์(TC-HCl) 100 

โรลิเตตราไซคลิน (RTC)  86 

ด็อกซีเตตราไซคลิน (DC) 27 

คลอเตตราไซคลิน ไฮโดรคลอไรด ์(CTC-HCl)  23 

ออกซีเตตราไซคลิน ไฮโดรคลอไรด ์(OTC-HCl)   19 

เพนิซิลลินจี (penicllin G) <0.01 

ฟูราโซลิโดล (FZD) <0.01 

นอร์ฟลอกซาซิน (norfloxacin) <0.01 

คลอแรมฟินิคอล (CAP) <0.01 

เคลนบูเทรอล (clenbuterol) <0.01 

 

4.7    การวเิคราะห์TCในตัวอย่างน า้ผึง้ด้วยชุดตรวจสอบต้นแบบ 

 4.7.1 การวเิคราะห์ TC ในตัวอย่างน า้ผึง้  

 ท าการวเิคราะห์หาปริมาณ  TCท่ีเติมลงในตวัอยา่งน ้าผึ้งโดยใหค้วามเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น  0, 2.5, 5, 10, 

25, 50, และ100 ng/ml ท าการหาความเขม้ขน้ ท่ีวดัได ้โดยน าผลท่ีไดไ้ปเทียบกบักราฟมาตรฐาน  รูปท่ี 4.12    

ค  านวณหา %recovery และ %CV พบวา่ ความเขม้ขน้ของ TC ท่ีวเิคราะห์ไดใ้กลเ้คียงกบัท่ีเติมลงในตวัอยา่ง 

%recovery อยูใ่นช่วง ท่ียอมรับได ้ (80-120%) และ %CV ท่ีไดจ้ากการท า  intra-variation assay และ inter-

variation assay พบวา่ มีค่าอยูใ่นช่วงท่ียอมรับไดเ้ช่นกนั ซ่ึงไม่เกิน20% แสดงดงัตารางท่ี  4.8 และ 4.9 ดงันั้น
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จากขอ้มูลทั้งหมดสามารถสรุปผลไดว้า่ ชุดตรวจสอบตน้แบบมีความสามารถวดัTCในตวัอยา่งน ้าผึ้งไดอ้ยา่ง

ถูกตอ้ง  

 

รูปท่ี 4.12  กราฟมาตรฐานของ TC ท่ีใชใ้นการวเิคราะห์หา TC จากน ้าผึ้ง 

 

ตารางท่ี 4.8  ผลการวเิคราะห์ intra-variation assay ในตวัอยา่งน ้าผึ้ง 

ปริมาณ TCท่ีเติมลงใน

ตวัอยา่งน ้าผึ้ง 

(ng/ml) 

intra-variation assay (n=8) 

ปริมาณ TC ท่ีวดัได ้

± SD  

(ng/ml) 

%recovery %CV 

2.5 2.13±0.08 85.34 3.43 

5 4.97±0.28 99.35 5.64 

10 9.94±0.50 99.38 5.06 

25 24.68±1.57 98.72 6.51 

y = -0.322ln(x) + 1.2275
R² = 0.9946
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50 45.82±3.03 91.63 7.11 

100 91.74±4.18 91.74 4.72 

หมายเหต     n    คือ จ านวนซ ้ าของตวัอยา่ง 8 ซ ้ า 

  

ตารางท่ี 4.9  ผลการวเิคราะห์ inter-variation assay ในตวัอยา่งน ้าผึ้ง 

ปริมาณ TCท่ีเติมลงใน

ตวัอยา่งน ้าผึ้ง 

(ng/ml) 

inter-variation assay (N=4) 

ปริมาณ TC ท่ีวดัได ้

± SD  

(ng/ml) 

%recovery %CV 

2.5 2.45±0.40 97.84 16.58 

5 4.97±0.64 99.36 12.95 

10 9.94±1.32 99.39 13.3 

25 24.68±3.14 98.72 12.75 

50 45.82±8.24 91.64 17.94 

100 91.74±13.25 91.74 14.44 

 หมายเหตุ N คือ จ านวนคร้ังของการทดลอง โดยในแต่ละคร้ังของการทดลองจะท า    4 ซ ้ า 

 

4.7.2   ผลการวเิคราะห์  TC  จากน า้ผึง้ทีม่ีจ าหน่ายของไทย โดยวธ๊ิ biotin-in direct ELISA 

 จากการน าน ้าผึ้งท่ีวางจ าหน่ายในไทย 9 ตวัอยา่ง มาท าการทดสอบดว้ยชุดตรวจสอบ TC ตน้แบบ

โดยเปรียบเทียบกบั กราฟมาตรฐาน TC  พบวา่มีน ้าผึ้ง 2  ยีห่อ้ท่ีตรวจพบสาร TC เกินกวา่ค่า MRL ท่ีก าหนด 
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คือ น ้าผึ้งยีห่อ้ H5 และ H8 ตรวจพบ TC ในปริมาณ 49.50 และ 28.78 ng/ml ตามล าดบั ส่วนยีห่อ้อ่ืนๆ ท่ี

เหลือตรวจพบ TC อยูท่ี่ 6.7- 16.90 ng/ml  ซ่ึงต ่ากวา่ค่า MRL ทั้งส้ิน แสดงผลดงัตาราง 4.10 

 

ตารางท่ี 4.10    แสดงผลการวเิคราะห์ TC จากน ้าผึ้งท่ีมีจ  าหน่ายของไทย 

น ้าผึ้ง OD 450 ปริมาณ TC ท่ีพบ (ng/ml) 

H1 1.197 11.00 

H2 1.067 16.48 

H3 1.245 10.56 

H4 1.355 6.70 

H5 0.710 49.50 

H6 1.059 16.90 

H7 1.234 9.80 

H8 0.887 28.78 

H9 1.251 9.30 

 หมายเหตุ      H   คือสัญลกัษณ์ใชแ้ทนน ้าผึ้งแต่ละยีห่อ้ 
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บทที่ 5  

สรุปผลการวจิยัและข้อเสนอแนะ 

หลงัจากเตรี ยมโมโนโคลนอลแอนติใหบ้ริสทธ์ิ แล ะน ามาพฒันาเป็นชุดตรวจสอบ TC โดยวธีิ 

ELISA  3 แบบ พบวา่ ชุดตรวจสอบท่ีใหค้วามไวมากท่ีสุดคือชุดตรวจสอบแบบ indirect competitive 

ELISA โดยมีค่า IC50 และ LOD เท่ากบั  1.13 และ 0.09 ng/ml ตามล าดบั รองลงมาคือ biotin-indirect 

competitive ELISA ใหค้่า IC50 และ LOD เท่ากบั  2.63 และ 0.19 ng/ml ตามล าดบั และชุดตรวจสอบท่ีมี

ความไวนอ้ยท่ีสุด ชุดตรวจสอบแบบ  direct competitive ELISA ใหค้่า IC50 และ LOD เท่ากบั  10.73 และ 

2.88 ng/ml ตามล าดบั  

ชุดตรวจสอบ แบบ biotin-indirect competitive ELISA เป็นชุดตรวจสอบท่ีเลือกมาเป็นชุด

ตรวจสอบตน้แบบ สามารถสร้างกราฟมาตรฐานตรวจTCไดใ้นช่วงความเขม้ขน้ 0.25 – 20  ng/ml โดยใช้TC

ท่ีเช่ือมต่อกบั OVA เคลือบหลุมท่ีความเขม้ขน้ 0.125 ug/ml และแอนติบอดีท่ีเช่ือมต่อกบัไบโอตินเขม้ขน้ 

0.25 ug/ml โดยพบวา่มีความไวในการตรวจวดัความเขม้ขน้ของ TCต ่าท่ีสุดเท่ากบั 0.19 ng/ml และสามารถ

ตรวจวดัTCไดอ้ยา่งถูกตอ้งท่ีความเขม้ขน้ 0.63 ng/ml มีปฏิกิริยาขา้มกบัสารในกลุ่ม TC อยูใ่นช่วง 19-86% 

และไม่เกิดปฏิกิริยาขา้มกบัสารนอกกลุ่ม TC ท่ีน ามาทดสอบ  จากการทดสอบความถูกตอ้งและแม่นย  าของ

ชุดตรวจสอบ พบวา่ % recovery และ %CVอยูใ่นช่วงท่ียอมรับได้  และจากการน าชุดตรวจสอบมาวเิคราะห์

หา TC ตกคา้งในน ้าผึ้งท่ีมีจ  าหน่าย  9 ยีห่อ้ พบมีน ้าผึ้ง 2 ยีห่อ้ท่ีตรวจพบสาร TC เกินกวา่ค่า MRL ท่ีก าหนด 

ในปริมาณ 49.50 และ 28.78 ng/ml ตามล าดบั ดงันั้นจากงานวจิยัน้ีสรุปไดว้า่ชุดตรวจสอบ TC ตกคา้ง โดย

วธีิ biotin-indirect competitive ELISA ท่ีพฒันาข้ึน สามารถน าไปใชใ้นการตรวจหา TC ตกคา้งในน ้าผึ้งได้

อยา่งมีประสิทธิภาพ 

ข้อเสนอแนะ 

สามารถประยกุตใ์ชชุ้ดตรวจสอบ TC ตน้แบบ ไปวเิคราะห์หา TC ตกคา้งในผลิตภณัฑอ์าหารอ่ืน

เช่น ในน ้านม เน้ือไก่ ได ้แต่ตอ้งศึกษาถึงวธีิสกดั และผลของ matrix ต่อระบบของ ELISA ดว้ย 
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ภาคผนวก  

 
การเตรียมสารละลาย 
1. การเตรียมอาหารเล้ียงเซลล์ RPMI 1640 
     ชัง่  RPMI 1640   10.4 กรัม 
  NaHCO3   2 กรัม 
  L-glutamin   0.1 กรัม 
  glucose       2 กรัม 
  pyruvic acid   0.11 กรัม 
  น ้ากลัน่    1 ลิตร 
 ละลายสารทุกอยา่งในน ้ากลัน่ ผสมใหเ้ขา้กนั แลว้น าไปกรองดว้ย Millipore ขนาด 0.22 
ไมโครเมตร แบ่งใส่ขวดๆ ละ 100 มิลลิลิตร แลว้เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส  
 
2. การเตรียมน ้ายาเก็บเซลลอ์ยา่งถาวรในสภาวะแช่แขง็ (freezing  medium) 
 อาหารเล้ียงเซลล ์RPMI 1640 65 มิลลิลิตร 
 fetal bovine serum  25 มิลลิลิตร 
 dimethyl sulfoxide ( DMSO ) 10 มิลลิลิตร 
 ผสมใหเ้ขา้กนั แลว้น าไปแช่ท่ีอุณหภูมิ 0  องศาเซลเซียส (ขณะท่ีใชง้านควรแช่ในน ้าแขง็) 
 
3. การเตรียมสารละลายท่ีใชว้เิคราะห์ BCA protein assay  
สารละลายโปรตีนมาตรฐาน 
 bovine serum albumin (BSA) 1 มิลลิกรัม 
 น ้ากลัน่    1 มิลลิลิตร 
 น ามาเจือจางท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ ก่อนน าไปวเิคราะห์ BCA protein assay เพื่อท ากราฟ มาตรฐาน 
BCATM  reagent  A และ BCATM reagent  B  (BCATM protein assay  kit ของบริษทั Pierce) 
ก่อนใชผ้สม Reagent A: B ในอตัราส่วน 50: 1 
 
4. การเตรียมสารละลาย ส าหรับใชใ้นการท าแอนติบอดีใหบ้ริสุทธ์ิ 

1. 0.1 M  citrate buffer, pH 6, 4.5, 3.5 และ 3 
citric acid  0.1  โมลลาร์ (M) 
Na2HPO4  0.1 โมลลาร์ (M) 
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ไตเตรตกรดดว้ยด่างจนได ้pH 6, 4.5, 3.5 และ 3  แลว้จึงน าไปกรองดว้ย millipore ขนาด 0.22 
ไมโครเมตร 

2. 0.1 M  phosphate buffer, pH 8  
ชัง่  NaH2PO4    13.8 กรัม  ละลายดว้ยน ้ากลัน่  1,000  มิลลิลิตร 
ชัง่  Na2HPO4     35.8   กรัม  ละลายดว้ยน ้ากลัน่  1,000  มิลลิลิตร 
ไตเตรตด่างดว้ยกรด จนได ้pH 8 แลว้จึงน าไปกรองดว้ย millipore ขนาด 0.22  

  ไมโครเมตร 
3. 1 M Tris HCl buffer, pH 9   

             Tris (hydroxymethyl) aminomethane  121   กรัม  ละลายดว้ยน ้ากลัน่ 1000  มิลลิลิตร 
              hydrochloric  acid  (HCl)    1   M 
            ไตเตรตด่างดว้ยกรด จนได ้pH 9.0  แลว้จึงน าไปกรองดว้ย millipore ขนาด 0.22  
 ไมโครเมตร 
 
5. การเตรียมสารส าหรับการท า 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% 

 



68 
 

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% 

 
6. การเตรียมสารละลายส าหรับใชใ้นเทคนิค ELISA 

1. 0.2 M phosphate buffer, pH 7.4  (stock reagent) 
ชัง่  NaH2PO4    27.6 กรัม  ละลายดว้ยน ้ากลัน่  1,000  มิลลิลิตร 
ชัง่  Na2HPO4    71.63   กรัม  ละลายดว้ยน ้ากลัน่  1,000  มิลลิลิตร 
ไตเตรตด่างดว้ยกรด จนได ้pH 7.4 แลว้เก็บเป็น stock  

2. 0.01 M phosphate buffer saline ( PBS), pH 7.4 
0.2 M phosphate buffer, pH 7.4 1,000 มิลลิลิตร  
NaCl      175.2  กรัม 
น ้ากลัน่    18  ลิตร 
ผสมใหเ้ขา้กนั 

3. PBS-Tween 20 ( ใช ้Tween 20 ความเขม้ขน้ 0.05% ) 
Tween 20    500  ไมโครลิตร 
PBS    1000 มิลลิลิตร 

 4.  5% นมพร่องมนัเนย 
  นมพร่องมนัเนย ยีห่อ้แอนลีน 5 กรัม 
  PBS    100 มิลลิลิตร 
  ละลายนมพร่องมนัเนยใน PBS  (เตรียมใหม่ก่อนใชง้าน) 
 5.    0.1 M sodium acetate buffer, pH 6.0 
  C2H3O2 Na.3H2O        27.2   กรัม   ละลายดว้ยน ้ากลัน่  1000  มิลลิลิตร 

ไตเตรตดว้ย glacial acetic acid จนได ้pH 6.0 แลว้เก็บใส่ขวดสีชา เก็บท่ีอุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส  
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6.    substrate TMB 
3, 3’, 5, 5’- tetramethylbenzidine   1 มิลลิกรัม 
0.15 M phosphate citrate buffer  10 มิลลิลิตร 
DMSO     100      ไมโครลิตร 
30% H2O2                3.4       ไมโครลิตร 
ผสมใหเ้ขา้กนัในขวดสีชา (เตรียมใหม่ก่อนใชทุ้กคร้ัง) 

7. 1 M H2SO4 ( stopping reagent ) 
H2SO4 (96%)   102 มิลลิลิตร 
น ้ากลัน่    898 มิลลิลิตร 
ค่อยๆ เทกรดลงในน ้ากลัน่ ผสมใหเ้ขา้กนั 
หมายเหตุ   ควรน าขวดไปแช่ในน ้าประปาจนกวา่จะหายร้อน (เน่ืองจากจะเกิดความร้อนเม่ือกรด
ผสมกบัน ้า) 
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