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บทคัดย่อภาษาไทย 

 ฟูราโซลิโดน (Furazolidone ,FZD) เป็นยาในกลุ่มสารไนโตรฟูแรนท่ีเกษตรกรนิยมใช้ในการป้องกันและรักษาโรค

เก่ียวกับระบบทางเดินอาหารในสตัว์เพ่ือการบริโภค ได้แก่ โค ,สกุร ,ไก่ ,ปลา และกุ้ ง ยานีเ้ม่ือเข้าสู่ร่างกายจะถูกเปล่ียนเป็น

สารเมแทบอไลต์ คือ 3 – อะมิโน – 2 – ออกซาโซลิดิโนน (3-amino-2-oxazolidinone ,AOZ) ติดกับเนือ้เย่ือ อาจเป็นสารก่อ

มะเร็งและก่อให้เกิดกลายพนัธุ์ 

 งานวิจยันีไ้ด้ทําการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อสาร AOZ หรือ สารอนุพนัธ์ NPAOZ ซึ่งเป็นรูปสารสําหรับการ

ตรวจหาสารตกค้างในเนือ้สตัว์ โดยการฉีดกระตุ้นหนทูดลองด้วยอนพุนัธ์ CPAOZ ท่ีเช่ือมตอ่ด้วย cBSA (CPAOZ-cBSA) และ 

AOZ ท่ีเช่ือมต่อกับ BSA (AOZ-BSA) จากผลการทดลองท่ีได้ พบว่า CPAOZ-cBSA เหมาะสมท่ีจะใช้เป็นแอนติเจนในการ

กระตุ้นภมิูคุ้มกนัของหนทูดลองมากกว่า AOZ-BSA เพราะสามารถผลิตไฮบริโดมาโคลนที่ผลิตแอนติบอดี ซึง่มีความสามารถ

ในการจบักับสาร NPAOZ ,CPAOZ และ FZD ในรูปอิสระได้ จากการคดัเลือกไฮบริโดมาเซลล์โคลนท่ีผลิตแอนติบอดีต่อสาร 

NPAOZ มีจํานวน 8 โคลน ได้แก่ เซลล์จากหลุมต้น 8/12D หมายเลข 75 ,79 ,89 และ 181 โคลนจากเซลล์หลุมต้น 6/6E 

หมายเลข 96 ,102 ,109 และ 112 มีค่าความไวในการจับกับสาร NPAOZ โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 5.17 ,4.87 ,6.38 ,3.87 

,10.49 ,10.27 ,11.46 และ 11.83 นาโนกรัมตอ่มิลลิลติร ตามลําดบั ทกุโคลนเกิดปฏิกิริยาข้ามกบัสาร FZD และ CPAOZ จาก

การศึกษาลกัษณะสมบตัิของโมโนโคลนอลแอนติบอดี โดยตรวจสอบไอโซไทป์ พบว่า โมโนโคลนอลแอนติบอดีจากเซลล์หลมุ

ต้น 8/12D และ 6/6E เป็นชนิด IgG1 และ IgG2b ตามลําดบั จึงทําการคดัเลือกโคลน หมายเลข 181 จากเซลล์หลมุต้น 8/12D 

และหมายเลข 102 จากเซลล์หลุมต้น 6/6E เพ่ือทําการผลิตเพิ่มจํานวนโมโนโคลนอลแอนติบอดีและทําให้บริสทุธ์ิ เพ่ือใช้ใน

การศกึษาตอ่ไป 

 

 

 

 

 

 

 



บทคัดย่อภาษาอังกฤษ 

  Furazolidone (FZD) is a nitrofuran drug which is widely used in prevention and treatment of animals such 

as cattle, swine, chicken, fish and shrimp, for consumption. When FZD enters the body, it is metabolized to 3-

amino-2-oxazolidinone (AOZ) which attached to the tissue and is considered to be a carcinogen and mutagen.  

In this research, monoclonal antibody against AOZ or its nitrophenyl derivative (NPAOZ) which is the 

stabilized form for residue detection was produced. Immunization of mice was performed by using both 

carboxyphenyl derivative conjugated to cationized bovine serum albumin (CPAOZ-cBSA) and AOZ-BSA as the 

antigens. The results indicated that CPAOZ-cBSA was better than AOZ-BSA because it could induce hybridomas 

which produce antibodies with binding ability to NPAOZ, CPAOZ and FZD. After screening, eight hybridomas 

which produce antibody against NPAOZ were selected. Four hybridoma clones were obtained from the originated 

well no. 8/12D and were assigned as no. 75, 79, 89 and 181 while the others (assigned as no. 96, 102, 109 and 

112) were obtained from the well no. 6/6E. Their sensitivities to NPAOZ in the term of 50 percent inhibition 

concentration were 5.1, 4.9, 6.4, 3.9, 10.5, 10.3, 11.5 and 11.8 nanogram per millilitre, respectively. Antibody from 

each clone cross-reacted to FZD and CPAOZ. The isotype of antibody from well no. 8/12D and 6/6E was found to 

be IgG1 and IgG2b, respectively. Monoclonal antibodies from clone no. 181 and 102 will be produced and partially 

purified for further studies. 
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      ตา่งๆของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากการหลอมรวมเซลล์หนชูดุท่ี 3 โดยวิธี indirect  

            competitive ELISA         41 

ตารางท่ี 14 แสดงคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ในการทําปฏิกิริยาข้ามกบัสาร 

      ตา่งๆของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากการหลอมรวมเซลล์หนชูดุท่ี 5 โดยวิธี indirect  

                  competitive ELISA         43 

ตารางท่ี 15 แสดงค่าการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร จากการตรวจหาไอโซไทป์ของ 

             โมโนโคลนอลแอนติบอดี         47 



สารบญัตาราง (ต่อ) 

            หน้า 

ตารางท่ี 16 แสดงค่าการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ของการหาความเข้มข้นของ 

             แอนติบอดีท่ีเหมาะสม โดยวิธี indirect ELISA      48 

ตารางท่ี 17 แสดงค่า IC50 ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี ทดสอบโดยวธีิ indirect competitive ELISA  52  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



สารบญัภาพ (List of Illustration) 

            หน้า 

รูปท่ี 1 โครมาโทแกรมจากการวเิคราะห์ด้วย TLC ของสารต่างๆในการสงัเคราะห์ CPAOZ   20 

รูปท่ี 2 กราฟแสดงการทดสอบโมโนโคลนอลแอนติบอดีกบัสาร FZD โดยวิธี indirect competitive ELISA  50 

รูปท่ี 3 กราฟแสดงการทดสอบโมโนโคลนอลแอนติบอดีกบัสาร NPAOZ โดยวิธี indirect competitive ELISA 50 

รูปท่ี 4 กราฟแสดงการทดสอบโมโนโคลนอลแอนติบอดีกบัสาร CPAOZ โดยวิธี indirect competitive ELISA 51 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



คาํอธิบายสญัลักษณ์ และคาํย่อที่ใช้ในการวจัิย (List of Abbreviations) 

AOZ    3-amino-2-oxazolidinone 
NFZ    Nitrofurazone 
NFT    Nitrofurantoin 

   FZD    Furazolidone 
   FTD    Furaltadone 
   SEM    Semicarbazide 
   AHD    1-Aminohydantoin 
   AMOZ    3-amino-5-morpholinomethyl-2-oxazolidone 
   MRPL    minimum required performance limit   
   HPLC    High Performance Liquid Chromatography 
   LC-MS/MS   Liquid Chromatography-Mass Spectometry/ 

Mass Spectometry 
ELISA    Enzyme-Linked-Immunosorbent Assay 

   CPAOZ    3-{[3-carboxyphenylmethylene]amino}-2- 
Oxazolidinone 

NPAOZ    2-nitrobenzaldehyde-3-amino-2-oxazolidinone 
CBA    3-Carboxybenzaldehyde 
TLC    Thin Layer Chromatography 
BCA    Bicinchoninic acid assay 
TNBS    Trinitrobenzene sulphonic acid 
BSA    Bovine Serum Albumin   
FCA    Freund’s complete adjuvant 
FICA    Freund’s incomplete adjuvant 
DMF    Dimethyl Sulfoxide 
EDC    1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)  

Carbodiimide 
   OVA    Ovalbumin 
   CO2    Carbondioxide 
   FCS    Fetal calf serum    

HAT     Hypoxanthine, Aminopterin และ Thymidine 
HT    Hypoxanthine และ Thymidine 



คาํอธิบายสัญลกัษณ์ และคาํย่อที่ใช้ในการวจิัย (ต่อ) 

   HRP    Horseradish peroxidase   
   IC50    inhibitory concentration 50% 

LOD    limit of detection  
   MW    Molecular weight 
   PBS    phosphate buffer saline    
   PBS-T    phosphate buffer saline with tween20 

PEG    polyethylene glycol 
TMB    3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidine 
H2O2    Hydrogenperoxide 
H2SO4    Sulfuric acid 

   ppb    part per billion 
   ppm    part per million      
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



1. บทนํา (Introduction) 

1.1 ความสําคัญและที่มาของปํญหาที่ทาํการวจัิย 

สารไนโตรฟูแรนถกูใช้กนัอย่างกว้างขวางสําหรับการป้องกนัและรักษาโรคท่ีเก่ียวกบัระบบทางเดินอาหารท่ีมีสาเหตุ

มาจากการติดเชือ้ Escherichia coli ,Coccidia และ Salmonella spp. โดยเกษตรกรนิยมใช้ยาปฏิชีวนะชนิดนี ้ผสมลงใน

อาหารสตัว์ เพ่ือป้องกนัหรือรักษาโรคดงักล่าวในสตัว์เลีย้งเพ่ือการบริโภคเช่น โค หม ูไก่ ปลาและกุ้ ง  โดยพบว่ายาในกลุ่ม ไน

โตรฟูแรน มีอยู่ 4  ชนิดได้แก่ ไนโตรฟูราโซน (Nitrofurazone ,NFZ)  ไนโตรฟูแรนโทอิน (Nitrofurantoin ,NFT) ฟูราโซลิโดน 

(Furazolidone ,FZD)  และ ฟูรัลทาโดน (Furaltadone ,FTD) ซึ่งสารทัง้ 4 ชนิดนี ้มีสมบตัิท่ีไม่เสถียร  ไวต่อแสง และถูกออกซิ

ไดส์ได้ง่ายเม่ือสัมผัสกับอากาศเป็นเวลานาน เม่ือเข้าสู่ร่างกายจะถูกเปลี่ยนเป็นสาร เมแทบอไลต์ ได้แก่ เซมิคาร์บาไซด์ 

(Semicarbazide ,SEM) ,1-อะมิโนไฮแดนโทอิน (1-Aminohydantoin , AHD) ,3-อะมิโน-2-ออกซาโซลิดิโนน (3-amino-2-

oxazolidinone ,AOZ) และ  3-อะ มิ โน -5-มอ ร์ฟ อลิ โน เม ทิ ล -2-ออกซาโซลิ ดิ โน น  (3-amino-5-morpholinomethyl-2-

oxazolidinone ,AMOZ) ตามลําดบั โดยจะถูกดดูซมึผ่านเย่ือเมือกของลําไส้ ของสตัว์ (Kumar และคณะ ,1994 ; Keeffe และ

คณะ ,2004 ) สารในกลุ่มดงักล่าวมีรายงานว่ามีแนวโน้มท่ีจะเป็นสารก่อมะเร็ง และก่อให้เกิดการกลายพนัธุ์ในสตัว์ทดลอง ซึง่

จะถูกเมแทบอไลต์เร็วมาก ภายใน 2-3 ชัว่โมง หลงัเข้าสู่ร่างกายดงันัน้ การตรวจวิเคราะห์สารฟูราโซลิโดนโดยตรงนัน้จึงทําได้

ยาก ซึ่งสาร เมแทบอไลต์ ท่ีได้ จะอยู่ในรูป AOZ ติดอยู่ท่ีเนือ้เย่ือ  โดยจะคงอยู่นานหลายสปัดาห์ ในการใช้ยาและสารเหล่านี ้

จะใช้โดยการผสมรวมกบัอาหารสตัว์ในปริมาณน้อย แต่ให้สตัว์กินติดต่อกนัเป็นเวลานาน ซึ่งมีผลทําให้เกิดการสะสมของยา

และสารเคมีในอวยัวะต่างๆของร่างกายสตัว์ เช่น ในนม เนือ้ หรือ ไข่  เกิดการตกค้างในเนือ้สตัว์และผลิตภณัฑ์สตัว์ทําให้เกิด

การดือ้ยาของเชือ้ ซึ่งจะส่งผลกระทบต่อผู้บริโภค (Bryan ,1978) จากสาเหตุดงักล่าว จึงทําให้หลายประเทศหนัมาเน้นเร่ือง

ความปลอดภยัของอาหารโดย ไนโตรฟแูรน เป็นหนึง่ในยาปฏิชีวนะท่ีมีการสัง่ห้ามไม่ให้ใช้กบัสตัว์เลีย้งเพ่ือการบริโภคในหลาย

ประเทศโดยเฉพาะประเทศในกลุ่มสหภาพยุโรป และ สหรัฐอเมริกา ในปี ค.ศ. 1995 ได้ประกาศห้ามใช้สารฟูราโซลิโดนใน

สินค้าเกษตรและอาหารโดยมีข้อกําหนดความสามารถในการตรวจหาสารปริมาณน้อยท่ีสดุท่ีสามารถตรวจวดัได้ (Minimum 

Required Performance Limits ,MRPL) ตามมารถฐานสินค้าเกษตรและอาหารแห่งชาติ (มอกช.9007-2548) เร่ืองข้อกําหนด

ด้านความปลอดภัยสินค้าเกษตรและอาหารของสํานกังานมาตรฐานสินค้าเกษตรและอาหารแห่งชาติกระทรวงเกษตรและ

สหกรณ์ โดยกําหนดให้สาร สารเมแทบอไลต์ (metabolite) ทัง้ 4 ตวัของยาในกลุ่มไนโตรฟูแรนต้องไม่พบในสินค้าเกษตรและ

อาหารโดยกําหนดให้มีค่า MRPL อยู่ท่ีระดบั 0.3 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม สําหรับ AOZ และ AMOZ และระดบั 1 ไมโครกรัมต่อ

กิโลกรัม สําหรับ SEM และ AHD จึงได้มีการตรวจวิเคราะห์หาสาร ตกค้าของยาปฏิชีวนะดงักล่าวในเนือ้สตัว์และผลิตภณัฑ์

สัตว์ก่อนการส่งออกในห้องปฏิบัติการโดยวิธีทางเคมีด้วยเคร่ือง High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 

,Liquid Chromatography-Mass Spectometry-Mass Spectometry (LC-MS/MS) (Leitner ,Zöllner and Lindner ,2001 ; 

Keeffe และคณะ ,2004) ซึ่งเป็นเคร่ืองมือท่ีมีราคาแพง มีค่าใช้จ่ายสูง ใช้เวลามาก ทําให้การตรวจวิเคราะห์ตวัอย่างทําได้ไม่



ครอบคลมุดงันัน้จงึมีความจําเป็นท่ีจะต้องหาวิธีการตรวจสอบท่ีงา่ย  สะดวก  ได้ผลเร็วแม่นยําและ คา่ใช้จ่ายต่ํา  เพ่ือใช้ในการ

ตรวจสอบยาปฏิชีวนะในอาหารสตัว์ก่อนการนําเข้าและสง่ออก 

เทคนิคการตรวจวิเคราะห์สารตกค้างโดยใช้หลักการภูมิคุ้ มกันวิทยา Enzyme-Linked-Immunosorbent Assay 

(ELISA) เป็นเทคนิคท่ีใช้กนัอย่างกว้างขวางในการตรวจหาสารตกค้าง ในสตัว์เลีย้งเพ่ือการบริโภคและผลิตภณัฑ์จากสตัว์เลีย้ง 

โดยอาศัยหลกัการตรวจวดัปริมาณ แอนติเจน โดยการใช้ แอนติบอดี ท่ีจําเพาะกบัแอนติเจน ซึ่งวิธีนีเ้ป็นวิธีท่ีมีค่าใช้จ่ายต่ํา 

รวดเร็ว และ มีความแม่นยําสงู และเน่ืองจากทีมผู้ วิจยัได้มีการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจําเพาะกับสาร AMOZ และมี

การพัฒนาชุดตรวจสอบสารดังกล่าวได้สําเร็จแล้ว (Pimpitak และคณะ ,2009) ทางทีมวิจัยจึงมีความต้องการผลิตโมโน

โคลนอลแอนติบอดีและชุดตรวจสอบท่ีจําเพาะต่อสาร AOZ ซึ่งปัจจุบันมีความต้องการเป็นอย่างมากและยังไม่พบชุด

ตรวจสอบสาร AOZ โดยวิธี ทางภมิูคุ้มกนัวิทยาท่ีผลติขึน้เองในประเทศ ดงันัน้ จงึควรมีการพฒันาความสามารถในการผลติโม

โนโคลนอลแอนติบอดี ท่ีมีความจําเพาะต่อสาร AOZ ทําให้การตรวจโดยหลกัการภูมิคุ้มกนัวิทยามีความจําเพาะสูงขึน้และ

สามารถควบคุมคุณภาพการผลิตได้ง่ายขึน้เพ่ือพฒันาต่อในขัน้ทําชุดตรวจ (ELISA test kit) ทําให้ต้นทุนในการตรวจสารนี ้

ลดลง มีความสะดวกในการใช้งานได้ใกล้เคียงกบัชดุตรวจที่ใช้ปฏิกิริยาทางเคมี ทัง้ยงัสามารถทําให้รู้ปริมาณของสารในระดบั

ต่ําพร้อมทัง้ยงัสามารถตรวจได้หลายตัวอย่างต่อครัง้ ดังนัน้เทคนิคนีจ้ึงได้รับความนิยมสูงขึน้มากจนทําให้การตรวจโดยใช้

หลกัการภมิูคุ้มกนัวิทยาเป็นหนึง่ในวิธีการตรวจหลกัในปัจจบุนั 

 1.2 วัตถุประสงค์หลักของแผนงานวิจัย 

- เตรียมเซลล์ไฮบริโดมาท่ีสามารถผลติโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจําเพาะต่อ AOZ หรือ NPAOZ 

- ศกึษาลกัษณะสมบตัิของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีได้ 

1.3 ขอบเขตของโครงการวจิัย 

- ค้นคว้าและรวบรวมข้อมลูท่ีเก่ียวข้องกบังานวิจยั 

- เปลี่ยนแปลงอนุพนัธุ์ของสาร AOZ ให้อยู่ในรูป 3-(3-คาร์บอกซิเฟนิลเมธิลีนอะมิโน)-2-ออกซาโซลิดิโนน (CPAOZ) 

และเช่ือมตอ่กบัโปรตีนพาหะ เพ่ือใช้เป็นแอนติเจน 

- ฉีดกระตุ้นระบบภมิูคุ้มกนัของหนใูห้สร้างแอนติบอดีตอ่ สาร AOZ และ/หรือ NPAOZ 

- เตรียมเซลล์ไฮบริโดมาท่ีมีความสามารถในการสร้างแอนติบอดี 

- คดัเลือกเซลล์ไฮบริโดมาท่ีสร้างโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอ่ AOZ และ/หรือ NPAOZ โดยวิธี ELISA  



 - ศกึษาลกัษณะสมบตัิเบือ้งต้นของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีได้ 

  - การทดสอบไอโซไทป์ (isotype) ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีได้ โดยใช้ชดุทดสอบไอโซไทป์  

                  (isotyping kit บริษัท Sigma Aldrich ,USA) 

  - การทดสอบความไวและปฏิกิริยาข้ามกบัสารในกลุม่ไนโตรฟแูรน และสารนอกกลุม่ด้วยวิธี Indirect    

                  competitive  ELISA   

- การทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีให้บริสทุธ์ิ  

 - วิเคราะห์ข้อมลู สรุปผลการทดลอง ทํารายงานฉบบัสมบรูณ์ 

1.4 ทฤษฎี สมมุติฐาน (ถ้ามี) และกรอบแนวความคดิของแผนงานวจัิย 

 สารกลุ่มไนโตรฟูแรนเป็นยาปฏิชีวนะท่ีได้จากการสังเคราะห์ นิยมใช้กันอย่างกว้างขวางโดยใช้เป็นสารเร่งการ

เจริญเติบโตและเป็นยาต้านจลุชีพ ออกฤทธ์ได้ดีตอ่เชือ้แบคทีเรียชนิดไม่ใช้อากาศทัง้แกรมบวกและแกรมลบ และออกฤทธ์ิตอ่เชือ้อ

มีบา  โปรโทซวั รวมทัง้เชือ้ราบางชนิด ซึ่งนิยมนํามาใช้ในอตุสาหกรรมการเลีย้งสตัว์เพ่ือใช้ในการป้องกันรักษาโรคติดเชือ้ภายใน

ลําไส้ กระเพาะอาหารและโรคติดเชือ้ในระบบทางเดินปัสสาวะของสัตว์โดยเกิดจาก แบคทีเรีย เช่น Salmonella  spp. (โรค 

Salmonellosis)  Escherichia coli  (โรค Colibacilosis)   โรคท่ีเกิดจาก  Coccidia  (โรค Coccidiosis) ข้อเท้าอกัเสบจากการติด

เชือ้ (infectious synnovitis) โรคหงอนดํา (Blackhead) หรือ Histomoniasis ท่ีพบในสตัว์ ได้แก่ สกุร  แพะ  แกะ  โค  กระบือ  เป็ด  

ไก่ และ กุ้ ง เป็นต้น โดยยาตัง้ต้นกลุ่มไนโตรฟูแรนทัง้ 4 ชนิดนีจ้ดัเป็นสารประกอบไนโตร (nitro compounds) มีสมบตัิท่ีไม่เสถียร  

ไวต่อแสง และจะถูกออกซิไดส์ได้ง่ายเม่ือสัมผัสกับอากาศเป็นเวลานาน  เม่ือยาตัง้ต้นทัง้ 4 ชนิดได้แก่ ไนโตรฟูราโซน 

(Nitrofurazone ,NFZ)  ไนโตรฟูแรนโทอิน  (Nitrofurantoin ,NFT) ฟูราโซลิโดน  (Furazolidone ,FZD)  และ ฟู รัลทาโดน 

(Furaltadone, FTD) เข้าสูร่่างกาย  สิ่งมีชีวติจะมีวิธีในการกําจดัสารเคมีเหลา่นัน้โดยกระบวนการ เมแทบอลิซมึ ซึง่ยาสว่นใหญ่จะ

ถูกเปลี่ยนไปอยู่ในรูปสารท่ีละลายได้และถูกกําจัดออกไปจากร่างกาย แต่ในบางกรณีสารเมแทบอไลต์ อาจไปจบักับโปรตีนใน

ร่างกายสตัว์ เป็นผลให้ขบวนการขบัออกไปเป็นไปได้ช้า และมีผลกระทบต่อความปลอดภัยของอาหาร เพราะสามารถคงอยู่ใน

ร่างกายสตัว์ได้เป็นระยะเวลานานภายหลงัจากการหยดุให้ยาไปแล้ว  กระบวนการเมแทบอลซิมึทําให้เกิดสารเมแทบอไลต์ท่ีสําคญั 

ได้แก่ 3-อะมิโน-5-มอร์โฟลิโนเมทิล-2-ออกซาโซลิดิโนน (3-amino-5-morpholinomethyl-2-oxazolidinone , AMOZ) 3-อะมิโน-2-

ออกซาโซลิดิโนน (3-amino-2-oxazolidinone , AOZ) เซมิคาร์บาไซด์ (Semicarbazide ,SEM) และ 1-อะมิโนไฮแดนโทอิน (1-

aminohydantoin , AHD)  (Leitner และ คณะ ,2001) เม่ือมนุษย์บริโภคผลิตภณัฑ์ท่ีมียาสตัว์ตกค้างไนรูปของ bound residues 

เหล่านีจ้ะถูกกรดในกระเพาะอาหารย่อยและปลดปล่อยสารตกค้างออกมาจากโปรตีนท่ีเกาะอยู่ซึ่งอาจเป็นอนัตรายต่อผู้บริโภค 



(Keefle และ Horne ,1999) จากผลการศกึษาในสตัว์ทดลอง พบวา่ สารกลุ่มนีมี้แนวโน้มเป็นสารก่อมะเร็งและทําให้เกิดการกลาย

พนัธุ์ในสตัว์ถ้าได้รับการบริโภคเป็นระยะเวลานาน โดยพบว่า ฟูราโซลิโดน  มีผลยบัยัง้หน้าท่ีเอนไซม์บางประเภท โดยข้อมลูจาก 

Irish Agriculture and Food Development Authority ตามโครงการศึกษา Project Armis No. 4036 ของสหภาพยุโรปในปี 1999 

พบว่าเม่ือมนษุย์บริโภคผลิตภณัฑ์ท่ีมีสารเมแทบอไลต์จบักบัโปรตีนในเนือ้เย่ือสกุรเข้าไปกรดในกระเพาะจะยอ่ย AOZ side-chain 

ออกมาและเปลี่ยนรูปไปเป็น β-hydroxyethylhydrazine ซึง่เป็นสารท่ีก่อให้เกิดการกลายพนัธุ์และก่อมะเร็ง โดยสารดงักลา่วมีการ

ห้ามนํามาใช้ในสตัว์เพ่ือการบริโภคและห้ามมีตกค้างไม่ว่าในปริมาณเท่าใดแม้ว่าจะอยู่ในรูปยาตัง้ต้น หรือเมแทบอไลต์ ซึง่ส่งผล

ทําให้หลายๆ ประเทศ จํากดัการใช้ โดยเฉพาะการใช้ผสมในอาหารสตัว์ท่ีใช้สําหรับบริโภค สารกลุ่มนีจ้งึถูกห้ามใช้กบัสตัว์ท่ีเลีย้ง

เพ่ือการบริโภค  ในหลายประเทศ เช่น อเมริกา  แคนนาดา  ออสเตรีย  ญ่ีปุ่ น  สิงคโปร์  บงัคลาเทศ  และกลุม่สหภาพยโุรป (Bryan 

,1978) ส่งผลทําให้ประเทศต่างๆได้ออกกฎหมายควบคุมระดบัสงูสุดท่ียอมรับได้ของสารตกค้างกลุ่มนีใ้นผลิตภณัฑ์อาหารจาก

สตัว์ โดยปกตจิะกําหนดเป็นขีดจํากดัสารตกค้างสงูสดุ ซึง่เรียกวา่ค่า MRL (Maximum Residue Limit) โดยสารในกลุม่ไนโตรฟแูรน 

มีการกําหนดค่า MRL อยู่ในระดบัท่ีเรียกว่า zero tolerance level คือต้องไม่มีการตกค้างของสารกลุ่มนีอ้ยู่ในผลิตภณัฑ์จากสตัว์ 

(European  Commission ,2001) ทําให้หลายประเทศได้พัฒนาวิธีการตรวจวิเคราะห์และได้กําหนดค่าขีดจํากัดต่ําสุดของ

เคร่ืองมือในการวิเคราะห์สารไนโตรฟูแรน โดยห้องปฏิบัติการทั่วไปสามารถใช้วิธี ELISA ในการตรวจวิเคราะห์ ได้ตามความ

เหมาะสม และอาจยืนยนัผลการตรวจวดัสารดงักล่าวด้วยเทคนิคอ่ืน เช่น High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 

หรือ Liquid Chromatography-Mass Spectrometry-Mass Spectometry  (LC-MS-MS)สําหรับประเทศไทยกระทรวงสาธารณสขุ

ได้กําหนดให้เพิกถอนทะเบียนตําหรับยาท่ีใช้สําหรับสัตว์ท่ีมีตัวยากลุ่มไนโตรฟูแรน ได้แก่ ไนโตรฟูราโซน และฟูราโซลิโดน 

นอกจากนีย้ังห้ามนําเข้ายา เภสชัเคมีภัณฑ์ และเกลือของเภสัชเคมีภัณฑ์เหล่านี ้และมีข้อกําหนดด้านความปลอดภัยสินค้า

เกษตรและอาหารของสํานกังานมาตรฐานสินค้าเกษตรและอาหารแห่งชาติกระทรวงเกษตรและสหกรณ์ โดยกําหนดให้สาร 

สารเมแทบอไลต์ (metabolite) ทัง้ 4 ตวัของยาในกลุ่มไนโตรฟูแรนต้องไม่พบในสินค้าเกษตรและอาหารโดยกําหนดให้มีค่า 

MRPL อยู่ท่ีระดบั 0.3 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม สําหรับ AOZ และ AMOZ และระดบั 1 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม สําหรับ SEM และ 

AHD (ประกาศกระทรวงเกษตรและสหกรณ์ ,2551) แต่อย่างไรก็ตามยงัมีการลกัลอบนําสารเหล่านีเ้ข้าภายในประเทศได้ในรูป

ของอาหารสตัว์ ดงันัน้เพ่ือความปลอดภยัต่อผู้บริโภคจงึต้องทําการตรวจสอบก่อนการนําเข้าและส่งออกสินค้าเพ่ือตรวจวิเคราะห์

หาสารกลุม่นีท่ี้ปนเปือ้น แตก่ารวดัปริมาณยาตกค้างดงักลา่วสามารถทําได้ในขีดจํากดั เน่ืองจากต้องใช้เคร่ืองมือวิเคราะห์ขัน้สงูท่ี

มีราคาแพงมาก ดงันัน้ ปัจจบุนัมีการประยกุต์นําความรู้ทางด้านวิทยาภูมิคุ้มกนั (Immunology) ไปใช้ในการตรวจติดตามหาสาร

ตกค้างในผลิตภัณฑ์อาหาร ซึ่งให้ผลการตรวจติดตามท่ีมีความไวสูงและแม่นยํา โดยใช้หลัการของ Enzyme-Linked 

Immunosorbent Assay (ELISA) เป็นเทคนิคท่ีใช้กนัอย่างกว้างขวางสําหรับตรวจวดัสารตกค้างโดยอาศยัหลกัการการตรวจวดั

แอนติเจน โดยการใช้แอนติบอดี ท่ีให้ผลทางชีวภาพเฉพาะกบัยาและเอนไซม์ท่ีเช่ือมต่อทางเคมีกบัแอนติบอดีหรือแอนติเจน วิธี 

ELISA นีเ้ป็นวิธีการท่ีประหยัดและรวดเร็วดังนัน้ทางสถาบันเทคโนโลยีชีวภาพและวิศวกรรมพันธุศาสตร์ จุฬาลงกรณ์



มหาวิทยาลยั จงึได้สนใจทําการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีมีความจําเพาะตอ่ AOZ เพื่อใช้พฒันาตอ่เป็นชดุทดสอบหาสาร

ตกค้างในผลติภณัฑ์อาหารทัง้นําเข้าและสง่ออกตอ่ไปได้ 

 1.5 การทบทวนวรรณกรรม/สารสนเทศที่เก่ียวข้อง  

 เน่ืองจากได้มีมาตรการควบคมุและติดตามการใช้สารกลุม่ไนโตรฟแูรนนี ้ ดงันัน้ เพ่ือสร้างความเช่ือมัน่ในอาหารสตัว์

และผลิตภัณฑ์ท่ีได้จากสัตว์ เพ่ือความปลอดภัยต่อผู้บริโภคจึงต้องทําการตรวจสอบก่อนการนําเข้าและส่งออกสินค้า โดย

พบว่า สารกลุ่มไนโตรฟูแรน ในรูปยาตัง้ต้นได้แก่ ฟูรัลทาโดน  ฟูราโซลิโดน  ไนโตรฟูแรนโทอิน และ ไนโตรฟูราโซน จะถูกย่อย

สลายอย่างรวดเร็วในสัตว์ภายใน 2-3 ชั่วโมง เปลี่ยนไปอยู่ในรูปสาร เมแทบอไลต์ คือ  AMOZ ,AOZ ,SEM และ AHD  

ตามลําดบั ปกติสารเมแทบอไลต์ ของไนโตรฟูแรน จะอยู่ในรูปสารเมแทบอไลต์ท่ีจบักบัโปรตีนโดยการทําให้สารเมแทบอไลต์ 

อยู่ในรูปอิสระโดยอาศัยการย่อยสลายพันธะด้วยกรด เช่น กรดไฮโดรคลอริก (HCl) แต่สาร เมแทบอไลต์ ท่ีได้จะมีขนาด

โมเลกลุเล็กมากยากตอ่การตรวจวิเคราะห์ ดงันัน้ จงึต้องทําให้สาร เมแทบอไลต์ เหลา่นีอ้ยู่ในรูปอนพุนัธุ์ เรียกกระบวนการนีว้่า 

derivatization ซึ่งสารท่ีนิยมใช้ให้เกิดอนพุนัธุ์ คือ 2-Nitrobenzaldehyde (NBA) โดยการตรวจวิเคราะห์สารเมแทบอไลต์ ของ

ไนโตรฟูแรน  ปัจจุบัน  นิยมใช้เทคนิค  Liquid chromatography (LC) และ Mass spectrometry (MS) โดยใช้เคร่ือง LC-

MS/MS เพ่ือยืนยนัชนิดของสารและปริมาณ เน่ืองจากมีความจําเพาะสงู  สามารถตรวจสอบสารท่ีมีปริมาณเล็กน้อย ได้อย่าง

แม่นยํา ซึ่งจะใช้ตวัอย่างเพียงปริมาณเล็กน้อยสําหรับการตรวจสอบเบือ้งต้นด้วยวิธี colour test ส่วนการตรวจยืนยนัผลใช้วิธี 

Thin layer chromatography (TLC) และวิธี High performance liquid chromatography (HPLC) (Cieri และ คณะ 1978 

,McCracken และ คณะ 1997) ข้อได้เปรียบของเทคนิค HPLC เม่ือเทียบกบัเทคนิค TLC คือ จะใช้ระยะเวลาในการวิเคราะห์

สารปริมาณน้อยๆได้ดี  และให้ค่าความแม่นยําและเท่ียงตรงได้ดีกว่า  จึงทําให้เทคนิคนีเ้ป็นทางเลือกหนึ่งในการวิเคราะห์สาร

ตกค้างท่ีได้รับความนิยม แต่เน่ืองจากเทคนิคต้องใช้เคร่ืองมือท่ีมีราคาแพงและวิธีการวิเคราะห์ท่ียุ่งยากกว่า ส่วนวิธี Mass 

Spectrometry (MS), Liquid Chromatography  Mass Spectrometry (LC-MS) นี เ้หมาะสํ าห รับการวิ เคราะห์สารเชิ ง

คุณภาพและเชิงปริมาณเน่ืองจากสามารถตรวจสอบเพ่ือยืนยันระบุช่ือสารในระดับน้อยมากๆได้แม่นยําสูง และยังใช้สาร

ตวัอย่างเพียงปริมาณเล็กน้อย ดงันัน้วิธีการนีจ้ึงเหมาะกบัการวิเคราะห์สารตกค้างในกลุ่มไนโตรฟูแรน ท่ีปนเปือ้นในอาหาร

สตัว์และเนือ้สตัว์ได้เป็นอย่างดี แต่เน่ืองจากเทคนิคนีเ้ป็นเทคนิคทีต้องใช้เคร่ืองมือท่ีมีราคาแพงมาก และยงัต้องใช้บคุลากรท่ีมี

ความชํานาญการโดยเฉพาะ ดงันัน้เทคนิคจงึไม่เหมาะสมในการนํามาใช้ในการตรวจวดัสารตกค้างในภาคสนามหรือใช้ในงาน

ประจํา (McCracken และคณะ ,1995) ปัจจุบนัจึงมีการประยุกต์นําความรู้ทางด้านวิทยาภูมิคุ้มกัน (Immunology) ไปใช้ใน

การตรวจติดตามหาสารตกค้างในผลิตภณัฑ์อาหารทัง้นําเข้าและส่งออก ซึ่งให้ผลการตรวจติดตามท่ีมีความไวสงูและแม่นยํา 

เป็นวิธีการท่ีประหยัดและรวดเร็ว ดังได้มีการผลิตและศึกษาลกัษณะพอลิโคลนอลแอนติบอดีต่ออนุพันธ์ของ AOZ ด้วยวิธี 

ELISA โดยเปล่ียน AOZ เป็น CPAOZ แล้วนําไปเช่ือมกับโปรตีนพาหะ HAS เพ่ือใช้ในการฉีดกระตุ้นกระต่ายท่ีความเข้มข้น

และช่วงเวลาในการกระตุ้ นต่างๆ พร้อมทัง้ทดสอบความจําเพาะของแอนติบอดีโดยวิธี competitive ELISA พบว่าการลด



ปริมาณแอนติเจนในการฉีดกระตุ้นและเพิ่มระยะเวลาในการกระตุ้ นจะส่งผลให้แอนติบอดีท่ีได้มีความไวต่อสาร NPAOZ 

เพิ่มขึน้ และสามารถนําพอลิโคลนอลแอนติบอดีท่ีได้มาใช้ตรวจหาสาร AOZ ในรูปอนุพันธ์ได้(Cooper และคณะ ,2004) 

หลงัจากนัน้ได้มีรายงานการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อสาร AOZ ท่ีเกิดจากการฉีดกระตุ้นสาร CPAOZ และ AOZ ท่ีติด

กบัโปรตีนพาหะด้วยวิธีต่างๆ ผลท่ีได้พบว่าไม่สามารถผลิตโมโนโคลต่อ AOZ ได้ มีเพียงแต่ CPAOZ เท่านัน้ท่ีสามารถผลิตโม

โนโคลนต่อ NPAOZ ได้โดยสามารถตรวจหาสาร AOZ ท่ีต้องเปลื่ยนไปอยู่ในรูป NPAOZ ได้ค่า IC50 (50 percent binding 

inhibition)อยู่ในช่วง 0.4 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ในตวัอย่างเนือ้กุ้ ง ไก่ ววั และ สุกร ซึ่งได้ทําการเปรียบเทียบวิธีทดสอบแบบ 

ELISA กับ LC-MS/MS ในเนือ้กุ้ งและไก่ อยู่ในช่วงความเข้มข้น 0 - 32.1 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม และ 0 - 10.5 ไมโครกรัมต่อ

กิโลกรัม ตามลําดบั (Diblikova และ คณะ ,2005) 

 1.6 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

ได้เซลล์ไฮบริโดมาท่ีผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีมีความจําเพาะต่อสาร NPAOZ และ/หรือ AOZ เพ่ือนําไปใช้ใน

การเตรียมชดุตรวจสอบ ตรวจหาปริมาณสารตกค้างในอาหาร 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



2. วธีิดาํเนินการวจัิย (Materials & Method) 

 2.1 อุปกรณ์และสารเคมีที่ในการวิจัย 

2.1.1 เคร่ีองมือและอปุกรณ์ท่ีใช้ในการวิจยั 
 

  หนขูาว (swiss mice) สายพนัธุ์ BALB/c เพศเมีย สํานกัสตัว์ทดลองแห่งชาติ มหาวิทยาลยัมหิดล 

  เซลล์มยัอีโลมา P3/NSI/1-4A4-1 (NSI)   ATCC No: TIB 18 

  กระบอกฉีดยาขนาด 1 และ 5 มิลลลิติร  Nipro (Thailand) 

  กล้องจลุทรรศน์ชนิดหวักลบั    Nikon (Japan) 

  ขวดแก้ว      Boro (Germany) 

  ขวดเลีย้งเซลล์ขนาด 10 และ 250 มิลลลิติร  Nunc (Denmark) 

  เข็มฉีดยาขนาด 18G, 21Gและ 22G   Nipro (Thailand) 

  หลอดฉีดยาขนาด 1, 5 และ 10 มิลลิลติร  Nipro (Thailand) 

  เคร่ืองชัง่นํา้หนกั AG204    Mettler Toledo (Switzerland) 

  เคร่ืองชัง่นํา้หนกั PG4002-5    Mettler Toledo (Switzerland) 

เคร่ืองป่ันเหว่ียง     MSE (England) 

  เคร่ืองมือนบัเซลล์     Boeco (Germany) 

  เคร่ืองวดัความเป็นกรด-ดา่ง    Mettler Toledo 

  เคร่ือง Microtiterplate reader   Titertek multiskan (Finland) 

  จานชนิด 96 หลมุสําหรับเลีย้งเซลล์   Nunc (Denmark) 

  จานชนิด 96 หลมุสําหรับ ELISA   Nunc (Denmark) 

จานชนิด 24 หลมุ     Nunc (Denmark) 



  ปิเปตแก้ว     HBG (Germany) 

  ปิเปตอตัโนมตั     Gilson (France) 

  ไมโครปิเปต     Biohit (Finland) 

  ป๊ัมสญูญากาศ     Iwaki (Japan) 

  ตู้บม่ท่ีมีคาร์บอนไดออกไซด์    Revco, Yamato (Japan) 

  ตู้ปลอดเชือ้     Cambrige (Thaialnd) 

  หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลลิติร   Axygen (USA) 

  หม้อนึง่ฆา่เชือ้     Udono-RII (Japan)  

  หลอดป่ันเหว่ียงขนาด 50 มิลลิลติร   Nunc (Denmark) 

  อา่งนํา้ควบคมุอณุหภมิู    Memmert (Germany) 

2.1.2 สารเคมีท่ีใช้ในการวิจยั 
 

สารเคมี บริษัท ประเทศ 

1-aminohydantoin (AHD) Sigma-Aldrich USA 

1-(2-Nitrobenzylidenamino)-2, 4-

imidazolidinedione (NPAHD) 
Sigma-Aldrich USA 

1-Ethyl-3-(3-

Dimethylaminopropyl)carbodiimide 

Hydrochloride (EDC) 

Sigma-Aldrich USA 

2,4,6-Trinitrobenzene Sulfonic Acid (TNBS) Pierce USA 

2-Nitrobenzaldehyde semicarbazone(NPSEM) Sigma-Aldrich USA 



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

oxazolidinone) (NPAOZ) 
Sigma-Aldrich USA 

3-amino-2-oxazolidinone (AOZ) Sigma-Aldrich USA 

3-carboxybezaldehyde (CBA) Sigma-Aldrich USA 

5-(Morpholinomethyl)-3-(2-

nitrobenzylidenamino)-2-oxazolidinone 

(NPAMOZ) 

Sigma-Aldrich USA 

5-morpholinomethyl-3-amino-oxazolidinone  

(AMOZ) 
Sigma-Aldrich USA 

Acrylamide gel Sigma-Aldrich USA 

Aminopterine Sigma-Aldrich USA 

Bovine serum albumin (BSA) Sigma-Aldrich USA 

Butanol Merck Germany 

Chloramphenicol Sigma-Aldrich USA 

Citric monohydrate Merck Germany 

Clenbuterol Sigma-Aldrich USA 

Cupper sulfate Fluka Switzerland 

D-glucose Sigma-Aldrich USA 

Diethyl ether Sigma-Aldrich USA 

Dimethyl sulfoxide Fluka Switzerland 



Disodium carbonate Fluka Switzerland 

Disodium hydrogen phosphate Carlo erba USA 

Ethylenediamine (EDA) Sigma-Aldrich USA 

Fetal bovine serum Invitromex USA 

Folin-Ciocalteu Phenol reagent Sigma-Aldrich USA 

Furazolidone  Sigma-Aldrich USA 

Glutaraldehyde Sigma-Aldrich USA 

Glycerol Sigma-Aldrich USA 

Glycine Merck Germany 

Hydrochloric acid Sigma-Aldrich USA 

Hydrogen peroxide Fluka Switzerland 

Hypoxanthine Sigma-Aldrich USA 

L-glutamine Sigma-Aldrich USA 

Methanol BDH England 

N-hydroxysuccimide ester (NHS) Fluka Switzerland 

Skim milk HiMedia Laboratories Pvt. Ltd. India 

3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidine (TMB) Sigma-Aldrich USA 

Ovalbumin (OVA) Ovalbumin (OVA) USA 

Oxytetracycline Fluka Switzerland 



Penicllin G Sigma-Aldrich USA 

Peroxidase Goat anti-mouse IgG (H+L) Jackson Immunoresearch USA 

Polyethylene glycol (PEG) Sigma-Aldrich USA 

Potasium chloride Sigma-Aldrich USA 

Potasium dihydrogen phosphate Sigma-Aldrich USA 

Pyridine Carlo Erba USA 

Pyruvic acid Invitromex USA 

RPMI 1640 medium  Invitromex USA 

Salbutamol Sigma-Aldrich USA 

Semicarbazide (SEM) Sigma-Aldrich USA 

Sodium bicarbonate Sigma-Aldrich USA 

Sodium cabonate Merck Germany 

Sodium chloride Merck Germany 

Sodium dihydrogen phosphate Carlo erba USA 

Sodium dodecyl sulphate Merck Germany 

Sodium hydrogen carbonate Merck Germany 

Sodium hydroxide Merck Germany 

Sodium pyruvate Sigma-Aldrich USA 

Streptomycin Sigma-Aldrich USA 



Sulfamethazine  Sigma-Aldrich USA 

Sulfuric acid Merck Germany 

Tetracyclin Sigma-Aldrich USA 

Trisodium citrate Fluka Switzerland 

Tween 20 Sigma-Aldrich USA 

2.2 การเตรียมแอนตเิจนสาํหรับฉีดกระตุ้นหนูทดลอง (CPAOZ-cBSA ,AOZ-BSA) และแอนตเิจนสาํหรับ 

     เคลือบจาน 96 หลุม (AOZ-OVA และ CPAOZ-OVA) 

         2.2.1 การเปล่ียนแปลงอนพุนัธ์ุของสาร AOZ เป็น CPAOZ 

                โดยนําสาร AOZ มาทําปฏิกิริยากับสาร 3-carboxybenzaldehyde (CBA) ด้วยวิธีการ reflux ซึ่งมี dry 

pyridine เป็นตัวกลางช่วยให้เกิดปฏิกิริยา และมี molecular sieve ช่วยดูดนํา้ท่ีเกิดขึน้ในปฏิกิริยา ท่ีอุณหภูมิ 92 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 16 ชั่วโมง หลงัจากนัน้ดึง pyridine ออกจากระบบด้วยแก๊สไนโตรเจน  ทดสอบผลการเกิดปฏิกิริยาด้วย

หลกัการของเทคนิค ทินเลเยอร์โครมาโทกราฟฟี (TLC) ดแูถบของสาร CPAOZ ด้วยแสงยวีู และดแูถบของสาร AOZ โดยย้อม

ด้วยสารละลายนินไฮดริน 

2.2.2 การเช่ือมตอ่ CPAOZ กบั cBSA และ AOZ กบั BSA 

    เน่ืองจากงานวิจยันีเ้ป็นการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ AOZ ซึ่งเป็นสารเมแทบอไลต์ของยาไนโตรฟู

แรน ฟูราโซลิโดน ในขัน้ต้นทําการเตรียมอนุพันธุ์ของ AOZ ให้อยู่ในรูปของ CPAOZ ซึ่งเป็นสารท่ีมีโมเลกุลขนาดเล็กมี

คณุสมบตัิเป็นแฮปเทน (hapten) ไม่สามารถกระตุ้นการสร้างแอนติบอดีและใช้ในการเคลือบจาน 96 หลมุท่ีผลิตจากพลาสติก

ได้ ต้องมีการเช่ือมแฮปเทนกบัสารโมเลกุลใหญ่เช่น โปรตีน  จึงทําการเช่ือมต่อ CPAOZ กบัโปรตีนพาหะ cBSA (BSA ท่ีผ่าน

ปฏิกิริยาเพ่ือเพิ่มจํานวนหมู่เอมีน ,cationized BSA) และ AOZ กบั BSA โดยใช้ NHS และ EDC เป็นสารเช่ือมต่อ (coupling 

agent) โดยเร่ิมจากการนํา CPAOZ หรือ AOZ ผสมกับ NHS  และ EDC  ละลายใน DMF  เขย่าช้า ๆ เป็นเวลา 2 ชั่วโมง 

จากนัน้เติมสารละลาย BSA ใน 0.5 โมลาร์ carbonate buffer พีเอช 9.6 ลงไปทีละหยด กวนเบา ๆ ท่ีอุณหภูมิห้อง 2 ชัว่โมง

แล้วจึงนําไป ไดแอไลซ์ด้วย PBS ท่ีอณุหภมิู 4 องศาเซลเซียส โดยเปลี่ยน PBS 5 ครัง้ ทกุๆ 6 ชัว่โมง นําสารละลายท่ีได้ไปหา

ปริมาณโปรตีนด้วยวิธี BCA และหาเปอร์เซนต์ของการเช่ือมติดสาร CPAOZ-ed-cBSA และ AOZ-BSA ด้วยวิธี TNBS สําหรับ

ใช้เป็นแอนติเจนสําหรับฉีดกระตุ้นหนทูดลอง  



2.2.3 การเช่ือมตอ่ AOZ และ CPAOZ กบั OVA  

    ทําการเช่ือมสาร AOZ และ CPAOZ กับ OVA ได้เป็น AOZ-ed-OVA และ CPAOZ-ed-OVA เพ่ือนําไป

เคลือบจานชนิด 96 หลุม (96 wells plate) สําหรับใช้หาระดับแอนติบอดีในซีรัมและคัดเลือกโคลนท่ีผลิตโมโนโคลนอล

แอนติบอดีต่อ AOZ และ CPAOZ โดยนําสาร AOZ และCPAOZ ละลายใน DMF เติม  EDC  หลงัจากนัน้ค่อยๆเติม OVA ท่ี

ละลายในบฟัเฟอร์ 0.1 โมลาร์ ฟอสเฟตบฟัเฟอร์มี พีเอช 7.4 กวนเบาๆ ตัง้ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 2 ชัว่โมง นําไป dialysis 

เป็นเวลา 3 วนั แล้วจึงนําสารละลายท่ีได้ไปหาปริมาณโปรตีนด้วยวิธี BCA และหาเปอร์เซนต์ของการเช่ือมติดสาร AOZ-ed-

OVA และ CPAOZ-ed-OVA ด้วยวิธี TNBS สําหรับใช้เป็นแอนติเจนในการทดสอบ ELISA 

 2.2.4 การหาความเข้มข้นของโปรตีน โดยวิธี BCA  

 ทําการหาความเข้มข้นของโปรตีนโดยใช้ชดุทดสอบ BCATM Protein Assay Kit ของบริษัท Pierce โดยเจือ

จางโปรตีน BSA มาตรฐาน ให้มีความเข้มข้น 0 ,0.1 ,0.2 ,0.4 ,0.8 และ 1.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ด้วย PBS และเจือจางสาร

ตวัอย่าง จากนัน้เตรียม working reagent ด้วยการผสมรีเอเจนต์ A กับ รีเอเจนต์ B ในอตัรส่วน 50:1 (ปริมาตรต่อปริมาตร) 

เติมสารละลายโปรตีนมาตรฐาน และสารตวัอย่างท่ีเจือจางแต่ละความเข้มข้นลงในจานทดสอบชนิด 96 หลุม หลุมละ 25 

ไมโครลิตร เติม working reagent ลงไปในหลมุ หลมุละ 200 ไมโครลิตร เขย่าให้เข้ากนั บ่มท่ีอณุหภมิู 37 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 30 นาที จากนัน้วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 562 นาโนเมตร เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน และทําการ

คํานวณหาปริมาณโปรตีนของสารตวัอยา่ง 

 2.2.5 การวดัการเช่ือมติดของสารกบัโปรตีนพาหะ โดยวิธี TNBS  

 ทําการวดัการเช่ือมติดของสารกบัโปรตีนพาหะ โดยวดัการเปลี่ยนแปลงของหมู่เอมีนอิสระบนโปรตีนด้วยวิธี 

TNBS โดยเตรียมสารละลายโปรตีนพาหะ ได้แก่ BSA และ OVA สารละลายของสารท่ีจะเช่ือมติดกบัโปรตีนพาหะ ได้แก่ AOZ 

และ CPAOZ ให้มีความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ในสารละลายโซเดียมไบคาร์บอเนตบฟัเฟอร์ (sodium bicarbonate 

buffer) พีเอช 8.5 ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ เติมสารละลายโปรตีน และสารละลายตวัอยา่ง ปริมาตร 150 ไมโครลิตร ลงในหลมุ

ทดสอบ จากนัน้เติมสารละลาย TNBS ความเข้มข้น 0.05 เปอร์เซนต์ (นํา้หนกัต่อปริมาตร) ปริมาตร 75 ไมโครลิตร เขย่าให้เข้า

กนั บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง จากนัน้เติม SDS ความเข้มข้น 10 เปอร์เซนต์ (นํา้หนกัต่อปริมาตร) 

ปริมาตร 75 ไมโครลิตร ตามด้วย 1 นอร์มอล กรดไฮโดรคลอริก ปริมาตร 37.5 ไมโครลิตร นําไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความ

ยาวคลื่น 335 นาโนเมตร จากนัน้นําคา่ท่ีได้มาคํานวณหาเปอร์เซนต์ของหมู่เอมีนท่ีเช่ือมติดกบัสาร 



เปอร์เซนต์การเช่ือมติดของสารกบัโปรตีนพาหะ  เท่ากบั ค่าการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 335 นาโนเมตรของโปรตีนพาหะ 

ลบ ค่าการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 335 นาโนเมตรของโปรตีนท่ีเช่ือมกบัสาร หารด้วยค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 

335 นาโนเมตรของโปรตีนพาหะ คณู 100 

2.3 การกระตุ้นภมูิคุ้มกันของหนูทดลองให้สร้างแอนตบิอดีต่อสาร AOZ และ NPAOZ 

2.3.1 การฉีดกระตุ้นหนทูดลอง 

 ทําการฉีดกระตุ้ นภูมิคุ้ มกันของหนูทดลองสายพันธุ์ BALB/c เพศเมีย อายุ 8 สัปดาห์ ด้วยแอนติเจนท่ี

เตรียมได้จากข้อ 2.2.2 (CPAOZ-cBSA) ซึง่การฉีดกระตุ้นครัง้แรก (Immunization) จะใช้แอนติเจนปริมาณ 50 ไมโครกรัม (ต่อ

หน ู1 ตวั) ผสมกบั  Freund’s complete adjuvant (FCA)  โดยฉีดเข้าภายในช่องท้องหน ูและทําการฉีดกระตุ้นซํา้อีก 4-6 ครัง้  

ทุกๆ 2 อาทิตย์ โดยผสมแอนติเจน จากนัน้ประมาณ 7-10 วนั ทําการเจาะเลือดหนูจากปลายหางเพ่ือแยกซีรัมมาทดสอบดู

ระดบัของแอนติบอดี (antibody titer) ด้วยวิธี Indirect ELISA ถ้าระดบัแอนติบอดียงัอยู่ในระดบัต่ําก็ฉีดกระตุ้นซํา้ด้วยวิธีการ

เดิมทกุๆ 2 อาทิตย์ เม่ือระดบัแอนติบอดีสงูมากพอ ทําการฉีดกระตุ้นครัง้สดุท้าย ด้วยแอนติเจนท่ีผสมกบันํา้เกลือเข้าช่องท้อง

ในปริมาณ 50 ไมโครกรัมตอ่หนทูดลองหนึง่ตวั ก่อนทําการหลอมรวมเซลล์ 3 วนั ถดัไป 

 2.3.2 การทดสอบแอนติบอดี โดยวิธี indirect ELISA 

 ทําการเคลือบหลุมของจาน ELISA ชนิด 96 หลุม ด้วยแอนติเจน (CPAOZ-cBSA ,AOZ-BSA ,CPAOZ-

OVA ,AOZ-OVA ,BSA หรือ OVA) ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 12 ชัว่โมง นํามาล้างด้วย PBS พีเอช 7.4 ท่ีมี tween 20 ความเข้มข้น 0.05 เปอร์เซนต์ (นํา้หนกัตอ่ปริมาตร) 

(PBS-T) จํานวน 3 ครัง้ เติมสารละลายนมพร่องมนัเนย (skim milk) ความเข้มข้น 5 เปอร์เซนต์ (นํา้หนกัต่อปริมาตร) ใน PBS 

หลมุละ 300 ไมโครลิตร บม่ท่ีอณุหภมิู 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ล้างด้วย PBS-T จํานวน 3 ครัง้ เติมตวัอย่าง (ซีรัม

หนู หรือ อาหารเลีย้งเซลล์) หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ล้างด้วย PBS-T 

จํานวน 3 ครัง้ เติมแอนติบอดีทตุิยภมูิ goat anti mouse IgG ท่ีมีเอนไซม์ horseradish peroxidase เช่ือมติดอยู่ (GAM-HRP) 

หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ล้างด้วย PBS-T จํานวน 3 ครัง้ เติมสารละลาย

สบัสเตรตของเอนไซม์ HRP ซึ่งประกอบด้วย 3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidine (TMB) และ H2O2 ละลายอยู่ใน 205 มิลลิโม

ลาร์ potassium citrate buffer ,พีเอช 4.0 หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มในท่ีมืด อณุหภูมิห้อง เป็นเวลา 15 นาที เติม 1 โมลาร์ 

H2SO4 หลมุละ 100 ไมโครลิตร เพ่ือหยุดปฏิกิริยาเอนไซม์ แล้วนําจานทดสอบชนิด 96 หลมุ ไปวดัค่าดดูกลืนแสงท่ีความยาว

คลื่น 450 นาโนเมตร 

 



      2.3.3 การทดสอบความจําเพาะของแอนติบอดีตอ่ AOZ หรือ NPAOZ โดยวิธี Indirect competitive  

         ELISA 

ทําการทดสอบแอนติบอดีในซีรัมหน ูหรือในอาหารเลีย้งเซลล์ไฮบริโดมาท่ีสามารถจบักบั NPAOZ หรือ  

AOZ ท่ีอยู่ในรูปอิสระ โดยเติมสารละลาย NPAOZ หรือสารท่ีต้องการทดสอบอ่ืนๆ ความเข้มข้น 20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงในจานทดสอบ ELISA ท่ีเคลือบด้วย AOZ-OVA และผ่านการเติมสารละลายนมพร่องมนัเนย และ

ล้างด้วย PBS-T แล้ว จากนัน้เติมซีรัมหนูท่ีเจือจางแล้ว หรืออาหารเลีย้งเซลล์ท่ีให้ผลบวก (จากข้อ 2.3.2) ปริมาตร 50 

ไมโครลิตร ลงไปผสมกบัสารท่ีต้องการทดสอบ บม่ท่ีอณุหภมิู 4 องศาเซลเซียส ข้ามคืน หรือ ท่ีอณุหภมิู 37 องศาเวลเซียส เป็น

เวลา 2 ชัว่โมง จากนัน้ทําตามขัน้ตอนเดียวกบัวิธี indirect ELISA ถ้าหลมุท่ีเติมสารทดสอบในรูปอิสระให้ค่าการดูดกลืนแสงท่ี

ต่ํากวา่หลมุท่ีไม่เติมสาร แสดงวา่ แอนติบอดีในซีรัมหน ูหรืออาหารเลีย้งเซลล์สามารถจบักบัสารในรูปอิสระได้ 

2.4 การเตรียมเซลล์โมโนคอลนอลแอนตบิอดีที่จาํเพาะต่อสาร AOZ และ NPAOZ 

2.4.1 การหลอมรวมเซลล์ (cell fusion หรือ hybridization) 

             โดยนําเซลล์ม้ามของหนูท่ีถูกกระตุ้ นระบบภูมิคุ้ มกันด้วยแอนติเจน CPAOZ-cBSA หรือ AOZ-BSA เพ่ือ

สร้างแอนติบอดีท่ีต้องการผสมกบัเซลล์มยัอีโลมา ในอตัราสว่น 1:2 โดยท่ีเซลล์ทัง้สองจะถกูนํามาเลีย้งให้อยู่ในระยะท่ีกําลงัจะ

แบ่งตัว มารวมกันในหลอดฝาเกลียว ขนาด 50 มิลลิลิตร แล้วค่อยๆ หยด 50 เปอร์เซนต์ พอลิเอทิลีนไกลคอล (นํา้หนักต่อ

ปริมาตร) ปริมาณ 1 มิลลิลติร ลงไปในตะกอนเซลล์พร้อมกบัหมนุหลอดช้าๆ จากนัน้เติมอาหารเลีย้งเซลล์ RPMI 1640 ท่ีมี 10 

เปอร์เซนต์ FCS เพ่ือล้าง 50 เปอร์เซนต์ PEG ออกให้หมด ก่อนนําไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 1000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที เพ่ือ

แยกตะกอนเซลล์ออก โดยการเทส่วนใสทิง้ ทําเช่นนี ้2 ครัง้ และเติมอาหารเลีย้งเซลล์ HAT ท่ีมี 20 เปอร์เซนต์ FCS ก่อนนํา

เซลล์ไปหยอดในจานเลีย้งเซลล์ชนิด 96 หลมุ จากนัน้นําไปเลีย้งในตู้บม่อณุหภมิู 37 องศาเซลเซียส ท่ีมี 5 เปอร์เซนต์ CO2  

  2.4.2 การเลีย้งและการคดัเลือกเซลล์ไฮบริโดมาหลงัการหลอมรวมเซลล์ 

  ภายหลงัการหลอมรวมเซลล์แล้วเติมอาหารเลีย้งเซลล์ HAT ท่ีมี 20 เปอร์เซนต์ FCS ทุก 3-4 วนั และเม่ือ

ผ่านไปแล้ว 6-7 วนั สงัเกตเซลล์ไฮบริโดมาในแต่ละหลมุโดยใช้กล้องจุลทรรศน์ชนิดหวักลบั (inverted microscope) จะเห็น

โคลนของเซลล์ไฮบริโดมามีลกัษณะกลมวาวและโปร่งแสงขึน้เป็นกลุ่ม เม่ือเติมอาหารเลีย้งเซลล์เต็มหลุมแล้วจะต้องเปลี่ยน

อาหารในหลมุโดยจะให้อาหารเลีย้งเซลล์ HAT ท่ีมี 20 เปอร์เซนต์ FCS ประมาณ  3 สปัดาห์ จากนัน้จึงเปล่ียนเป็นอาหารเลีย้ง

เซลล์ HT ท่ีมี 20 เปอร์เซนต์ FCS โดยจะสงัเกตการเปล่ียนแปลงของสีอาหารเลีย้งเซลล์ถ้ามีสีเหลืองไห้ดดูอาหารเลีย้งเซลล์เก่า



ทิง้แล้วเติมอาหารใหม่ลงไป เม่ือพบว่าเซลล์ไฮบริโดมาเจริญได้ประมาณ 2/3 ของพืน้ท่ีก้นหลุมให้นําอาหารเลีย้งเซลล์มา

ตรวจหาแอนติบอดีโดยวิธี Indirect ELISA (ตามหวัข้อ 2.3.2)  

2.4.3 การตรวจหาเซลล์ไฮบริโดมาท่ีผลิตแอนติบอดีตอ่ AOZ หรือ NPAOZ โดยวิธี indirect ELISA 

  เพ่ือตรวจหาเซลล์ไฮบริโดมาท่ีผลิตแอนติบอดีต่อ AOZ และ NPAOZ จึงทําการเคลือบ จานทดสอบ ELISA 

ชนิด 96 หลมุด้วยแอนติเจน 4 ชนิด คือ CPAOZ-OVA , AOZ-OVA , OVA และ BSA เพ่ือเปรียบเทียบค่าดดูกลืนแสงท่ีได้จาก

การทํา indirect ELISA (ตามข้อ 2.3.2) ถ้าเซลล์ในหลมุใดมีคา่ดูดกลืนแสงของจานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลมุท่ีเคลือบด้วย 

CPAOZ-OVA และ AOZ-OVA สูง และมีค่าดูดกลืนแสงของจานชนิด 96 หลุมท่ีเคลือบด้วย OVA และ BSA ตํ่า  ก็จะเลือก

เซลล์ในหลุมนัน้ไปเลีย้งในจานเลีย้งเซลล์ชนิด 24 หลุม และทําการทดสอบนํา้เลีย้งเซลล์แล้วให้ค่าเหมือนเดิม และทําการ

ทดสอบความสามารถของแอนติบอดีในการจบักับสาร NPAOZ ในรูปอิสระ โดยวิธี indirect competitive ELISA ตามหวัข้อ 

2.3.3 เลือกหลมุท่ีแอนติบอดีจบักบั NPAOZ ในรูปอสิระ จากนัน้จงึทําการโคลนเซลล์เพ่ือให้ได้เซลล์เดี่ยวตอ่ไป  

2.4.4 การแยกเซลล์ไฮบริโดมาให้ได้เซลล์เด่ียว (single cell cloning) โดยการทําให้เจือจางด้วยวิธี limiting    

         dilution 

  หลงัจากท่ีคัดเลือกจนได้เซลล์ไฮบริโดมา (hybridoma cell) ท่ีต้องการแล้วเพ่ือให้มั่นใจว่าเซลล์ท่ีแบ่งตัว

เพ่ิมขึน้แต่ละเซลล์มีต้นกําเนิดจากเซลล์เดียว ซึง่วิธี limiting dilution ทําได้โดยนําเซลล์ไฮบริโดมาจากหลมุท่ีได้ตรวจสอบแล้ว

ว่าผลิตแอนติบอดีต่อ AOZ และ NPAOZ มาเจือจางในอาหารเลีย้งเซลล์ RPMI 1640 ท่ีมี 20 เปอร์เซนต์ FCS โดยปรับความ

เจือจางของเซลล์ไฮบริโดมาให้เท่ากบั 40 เซลล์ต่อมิลลิลติร ก่อนนํามาเจือจางแบบ 2 เทา่ จนได้ความเจือจางของเซลล์ไฮบริโด

มาเท่ากบั 5 เซลล์ต่อมิลลิลิตร จากนัน้นําเซลล์ไฮบริโดมาในแต่ละความเจือจางไปหยอดลงในจานชนิด 96 หลมุจํานวนความ

เจือจางละ 2 แถว (24 หลมุ) จะได้เซลล์ไฮบริโดมาปริมาณ 8 ,4 ,2 และ 1 เซลล์ ตอ่หลมุ ตามลําดบั นําไปเลีย้งในตู้บม่อณุหภมูิ 

37 องศาเซลเซียส ท่ีมี CO2 5 เปอร์เซนต์ ประมาณ 14 วนั ก่อนตรวจดูด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบหวักลบัโดยทําเคร่ืองหมาย

หลมุท่ีมี 1 เซลล์ เม่ือเซลล์เจริญได้ 2/3 ของพืน้ท่ีก้นหลมุ จงึนําอาหารเลีย้งเซลล์จากหลมุท่ีได้ทําเคร่ืองหมายไว้แล้วไปตรวจหา

แอนติบอดีอีกครัง้ด้วยวิธี indirect  ELISA และ indirect competitive ELISA ก่อนนําเซลล์จากหลุมท่ีให้ผลบวกมาทําการ

โคลนเซลล์ซํา้อีกเป็นครัง้ท่ี 2 และ 3 เพ่ือให้แน่ใจว่าเซลล์ท่ีได้มาจากเซลล์ไฮบริโดมาท่ีมาจากต้นกําเนิดจากเซลล์ลูกผสม

เร่ิมต้นเซลล์เพียงเซลล์เดียว 

 

 



2.5 การศึกษาลักษณะเบือ้งต้นของโมโนโคลนอลแอนตบิอดี 

  2.5.1 การตรวจสอบไอโซไทป์ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

  จะทําการตรวจหาไอโซไทป์ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี โดยใช้ชุดทดสอบไอโซไทป์ (isotyping kit) ของ

บริษัท Sigma-Aldrich โดยนํา Isotyping specific antibody ชนิด IgG1 ,IgG2a ,IgG2b ,IgG3 ,IgA และ IgM มาทําการเจือจาง 

1,000 เท่า ใน PBS นําไปเติมในจานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลมุ หลมุละ 100 ไมโครลิตร บ่มท่ีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 1 ชัว่โมง นํามาล้างด้วย PBS (พีเอช 7.4) ท่ีมี 0.05 เปอร์เซนต์ Tween 20 (PBS-T) จํานวน 3 ครัง้ เติมนํา้เลีย้งเซลล์

โมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลนต่างๆ ท่ีต้องการตรวจสอบ ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลมุ บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 1 ชัว่โมง จากนัน้ล้างสว่นท่ีไม่จบัออก เติมแอนติบอดีทติุยภมิูท่ีจําเพาะตอ่ mouse IgG ท่ีเช่ือมติดกบั HRP ซึง่จําเพาะต่อ 

Fab (HRP-Rabbit anti-mouse IgG [Fab specific]) เจือจาง 2,000 เท่า ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม แล้วนําไปบ่มท่ี

อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 30 นาที จากนัน้นํามาล้างด้วย PBS-T จํานวน 3 ครัง้ เติมสารละลายสับสเตรทของเอนไซม์ บ่ม

อณุหภูมิห้องในท่ีมืด เป็นเวลา 10-15 นาที หยดุปฏิกิริยาเอนไซม์ด้วย 1 โมลาร์ กรดซลัฟูริก ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลมุ 

จากนัน้นําไปวดัคา่ดดูกลนืแสงท่ีความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร แอนติบอดีเป็นชนิดใดจะให้คา่ผลบวกตามชนิดของแอนติบอดี

ท่ีเคลือบหลมุไว้ 

  2.5.2 การหาความเข้มข้นของแอนติเจนและแอนติบอดีท่ีเหมาะสม โดยวิธี indirect ELISA 

  เน่ืองจากโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลติได้จากเซลล์ไฮบริโดมาท่ีเลีย้งในขวดเลีย้งเซลล์มีความเข้มข้นมาก 

และไม่ทราบความเข้มข้นของแอนติบอดีท่ีแน่นอน ดังนัน้ เม่ือนําไปใช้ทดสอบด้วยวิธี ELISA อาจทําให้มีสัญญาณรบกวน

สง่ผลให้เกิดผลบวกเท็จได้ และยงัเป็นการสิน้เปลืองแอนติเจนและแอนติบอดีด้วย  จงึต้องหาความเข้มข้นและความเจือจางท่ี

เหมาะสมทัง้ของแอนติเจนและแอนติบอดี ท่ีให้ค่าการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ใกล้เคียงกนักบัสงูสดุเม่ือ

เจือจางสงูสุด หรือประมาณ 1.0 – 1.5 เพ่ือนําความเข้มข้นและความเจือจางท่ีได้นีไ้ปใช้สําหรับการทดสอบคุณสมบติัต่างๆ 

ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อไป โดยจะทําการเคลือบจานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลุมด้วย แอนติเจน AOZ-OVA ความ

เข้มข้นต่างๆ และเจือจางโมโนโคลนอลแอนติบอดีด้วย PBS แล้วทําการทดสอบด้วยวิธี Indirect ELISA (ตามหวัข้อ 2.3.2) 

  2.5.3 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดี ด้วยวิธี Indirect competitive ELISA  

  การทดสอบความไว (sensitivity) ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อสารเมแทบอไลต์ AOZ ,NPAOZ  หรือ

ทดสอบปฏิกิริยาข้ามกับสารในและนอกกลุ่มไนโตรฟูแรนเพ่ือทดสอบดูว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีได้ มีความจําเพาะและ

ความไวต่อสาร  AOZ ,NPAOZ ปริมาณเท่าได และเกิดปฏิกิริยาข้ามกับสารในและนอกกลุ่มไนโตรฟูแรนชนิดอ่ืนหรือไม่ จึง

ทดสอบด้วยวิธี Indirect competitive ELISA (ตามหวัข้อ 2.3.3) ถ้าโมโนโคลนอลแอนติบอดีมีความจําเพาะต่อสารทดสอบ ก็



จะทําปฏิกิริยากบัสารทดสอบท่ีอยู่ในรูปอิสระ ทําให้ค่าดดูกลืนแสงลดลงเม่ือเทียบกบัโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีไม่ได้เติมสาร

ทดสอบ โดยจะคิดเป็นค่า inhibition concentration (IC50) และ limit of detection (LOD) ซึ่งค่า  IC50  คือ  ค่าความเข้มข้น

ของสารท่ีทําให้ค่าดูดกลืนแสงในการทํา competitive  indirect  ELISA ลดลง 50 เปอร์เซนต์ เม่ือเทียบกับท่ีไม่มีสารแข่งขนั 

และคา่ LOD คือ คา่ความเข้มข้นของสารท่ีน้อยท่ีสดุท่ีสามารถตรวจวดัได้ 

2.6 การเตรียมแอนตบิอดีและทาํให้บริสุทธ์ิ  

  2.6.1 การเลีย้งเซลล์และการเพ่ิมจํานวนเซลล์ในภาชนะเลีย้งเซลล์ 

 นําเซลล์ไฮบริโดมาโคลนท่ีผลิตแอนติบอดีท่ีมีความจําเพาะต่อ AOZ และ NPAOZ มาเลีย้งเพิ่มจํานวนใน

อาหารเลีย้งเซลล์ RPMI 1640 ท่ีมี FCS 10 เปอร์เซนต์ โดยปริมาตร ในขวดเลีย้งเซลล์ปริมาตร 10 มิลลิลติร เลีย้งท่ีอณุหภมิู 37 

องศาเซลเซียส ในตู้ เพาะเลีย้งเซลล์ควบคุมระดบัคาร์บอนไดออกไซด์ท่ี 5 เปอร์เซนต์ เป็นเวลา 2 วนั จากนัน้ถ่ายลงภาชนะ

ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เลีย้งท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส ในตู้ เพาะเลีย้งเซลล์ควบคมุระดบัคาร์บอนไดออกไซด์ท่ี 5 เปอร์เซนต์ 

เป็นเวลา 2 วัน แล้วทําการย้ายเซลล์ลงขวดเลีย้งเซลล์ท่ีมีการป่ันกวนขนาด 1 ลิตร ปริมาตร 600 มิลลิลิตร ป่ันกวนด้วย

ความเร็ว 20 รอบต่อนาที เลีย้งท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในตู้ เพาะเลีย้งเซลล์ควบคุมระดับคาร์บอนไดออกไซด์ท่ี 5 

เปอร์เซนต์ เลีย้งเซลล์เป็นเวลา 7-10 วนั จนกระทัง่ได้ปริมาณแอนติบอดีมากพอ จากนัน้จึงแบ่งใส่หลอดนําไปป่ันเหวี่ยงให้

เซลล์ตกตะกอนท่ีความเร็ว 1500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที แล้วแยกส่วนของเซลล์ท่ีตกตะกอนทิง้ไป เก็บส่วนของอาหาร

เลีย้งเซลล์ซึง่มีแอนติบอดีไว้ เพ่ือนําแอนติบอดีท่ีได้ไปทําให้บริสทุธ์ิตอ่ไป 

2.6.2 การทําแอนติบอดีให้บริสทุธ์ิโดยวิธี protein A หรือ protein G affinity chromatography  

        นําโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีมีความจําเพาะต่อ AOZ และ NPAOZ โดยจะใช้ protein A หรือ protein G 

sepharose ขึน้อยู่กบัไอโซไทป์ของแอนติบอดีท่ีได้  โดยนําโปรตีน A หรือ G  sepharose แช่ใน PBS ท่ีอณุหภมิูห้อง แล้วนําไป

ใสค่อลมัน์ ปรับคอลมัน์ให้อยูใ่นสภาพสมดลุโดยเติม 0.1 โมลาร์ phosphate buffer, พีเอช 8.0 ปริมาตร  5 เท่าของคอลมัน์ นํา

อาหารเลีย้งเซลล์ท่ีได้เติมลงในคอลัมน์โดยให้มีอัตราการไหลเท่ากับ 1 มิลลิลิตรต่อนาที ล้างคอลัมน์ด้วย 0.1 โมลาร์ 

phosphate buffer, พีเอช 8.0 ปริมาตร  5 เท่าของคอลมัน์  จากนัน้จึงชะแอนติบอดีออกโดยใช้ 0.1 โมลาร์ citrate buffer, พี

เอช 3.0  ปริมาตร  3 เท่าของคอลมัน์ ให้มีอตัราการไหลเท่ากบั 1 มิลลิลิตรต่อนาที พร้อมกบัเก็บสารละลายท่ีออกจากคอลมัน์

ใส่หลอดทดลอง หลอดละ 1 มิลลิลิตร และปรับ พีเอช สารละลายในหลอดทดลองให้เป็น 7.4 โดยใช้ 1 โมลาร์ Tris buffer ,พี

เอช 9.0 ปรับคอลัมน์ให้อยู่ในสภาพสมดุลโดยเติม 0.1 โมลาร์ phosphate buffer ,พีเอช 8.0 ปริมาตร  5 เท่าของคอลัมน์ 

หลงัจากนัน้นําสารละลายในหลอดทดลองแต่ละหลอดไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 280 นาโนเมตร ด้วยเคร่ืองสเปกโตรโฟโต

มิเตอร์ แล้วเก็บสารละลายในหลอดท่ีให้ค่าการดูดกลืนแสงสงูมารวมกนันําไปไดแอไลซ์ด้วย PBS ท่ีอณุหภมิู 4 องศาเซลเซียส

โดยเปลี่ยน PBS 5 ครัง้ ทกุ ๆ 6 ชัว่โมง  



2.6.3 การทดสอบความจําเพาะของแอนติบอดีหลงัการทําให้บริสทุธ์ิตอ่ AOZ และ NPAOZ ในรูปอสิระ 

  หลังจากทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีให้บริสุทธ์ิ ได้ทําการทดสอบว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีได้ยังมี

ความสามารถในการจบักบั AOZ และ NPAOZ ในรูปอิสระอยู่หรือไม่ โดยวิธี indirect competitive ELISA ซึง่มีวิธีการทดสอบ

คือ เคลือบพืน้ผิวของจาน 96 หลมุ AOZ ท่ีเช่ือมต่อกบั OVA หลมุละ 100 ไมโครลิตร แล้วบ่มท่ีอณุหภมิู 4 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 12-16 ชัว่โมง นําแต่ละหลมุมาล้างด้วย PBS-T 3 ครัง้ เติมสารละลาย BSA 1 เปอร์เซนต์ หลมุละ 300 ไมโครลิตร บ่มท่ี

อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ล้างหลุมด้วย PBST 3 ครัง้ เติม AOZ และ NPAOZ ในรูปอิสระท่ีความเข้มข้น

ต่างๆ ลงไป 50 ไมโครลิตร และแอนติบอดี หลมุละ 50 ไมโครลิตร นําไปบม่ท่ี 37 องศาเซลเซียส นาน 2 ชัว่โมง ล้างแต่ละหลมุ

ด้วย PBS-T 3 ครัง้ เติมแอนติบอดีทตุิยภมิูท่ีจําเพาะต่อแอนติบอดีของหน ูเช่ือมอยู่กบั HRP (HRP-labelled goat anti-mouse 

IgG) ท่ีเจือจาง 1:5,000 ใน PBS หลุมละ 100 ไมโครลิตร แล้วบ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส 1 ชัว่โมง ล้างหลมุด้วย PBS-T 3 ครัง้ 

เติมสารละลายสบัสเตรต ของเอนไซม์ ประกอบด้วย TMB และ H2O2 ละลายใน 205 มิลลโิมลาร์ potassium citrate buffer ,พี

เอช 4.0 หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มในท่ีมืด อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 15 นาที เติม 1 โมลาร์ H2SO4 หลุมละ 100 ไมโครลิตร 

เพ่ือหยดุปฏิกิริยาเอนไซม์ แล้วนําไปวดัคา่ดดูกลืนแสง 450 นาโนเมตร ด้วยเคร่ือง ELISA microplate reader 
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3. ผลการวจิยั (Results) 

3.1 การเตรียมแอนตเิจนสาํหรับฉีดกระตุ้นหนูทดลอง (CPAOZ-cBSA ,AOZ-BSA) และแอนตเิจนสาํหรับ 

     เคลือบจาน 96 หลุม (CPAOZ-OVA และ AOZ-OVA) 

 สาร AOZ เป็นสารเมแทบอไลต์ของฟูราโซลิโดน ซึง่เป็นยาในกลุ่มไนโตรฟูแรน มีโมเลกุลขนาดเล็ก มีคณุสมบตัิเป็น

แฮปเทน (Hapten) ไม่สามารถกระตุ้นระบบภมิูคุ้มกนัของหนทูดลองได้ และไม่สามารถเคลือบติดบนจาน 96 หลมุ ได้ ดงันัน้จงึ

ต้องเช่ือมต่อสาร AOZ กบัโปรตีนขนาดใหญ่ ได้แก่ BSA และ OVA เพ่ือนําไปฉีดกระตุ้นหนู และเคลือบจาน 96 หลมุ สําหรับ

ทดสอบแอนติบอดีโดยวิธี ELISA เพ่ือให้ AOZ สามารถจบักบัโปรตีนได้ดีขึน้จึงทําการเปลี่ยนแปลงอนุพนัธ์ของสาร AOZ ให้

เป็นสาร CPAOZ ซึ่งมีโครงสร้างคล้ายกบัสาร NPAOZ ซึ่งเป็นอนพุนัธ์ของสาร AOZ ท่ีใช้ในการตรวจวิเคราะห์ ผลการเปลี่ยน 

AOZ ให้เป็นอนพุนัธ์ CPAOZ จากการวิเคราะห์สารท่ีสงัเคราะห์ได้โดยวิธี Thin layer chromatography (TLC) แสดงดงัรูปท่ี 1 

และนํามาคํานวณคา่เคลื่อนท่ีสมัพทัธ์ (Rf) ได้คา่ดงัตารางท่ี 1 เปรียบเทียบคา่ Rf ท่ีได้กบัของ Copper และคณะ (2004) 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 1 โครมาโทแกรมจากการวิเคราะห์ด้วย TLC ของสารต่างๆในการสังเคราะห์ CPAOZ 

ก) ย้อมด้วยสารนินไฮดริน ข) สอ่งภายใต้แสงอลัตราไวโอเลต โดยท่ีช่องท่ี 1 คือ 3-carboxybenzaldehyde (CBA) ,2 

คือ AOZ ,3 คือไพริดีน (pyridine) ,4 คือ ตวัอย่างก่อนทํารีฟลคั ,5 คือ ตวัอย่างหลงัทํารีฟลคั และ 6 คือ ตวัอย่างทํารีฟลคัและ

ให้แห้งโดยแก๊สไนโตรเจน 

 

ข) 



ตารางที่ 1 ค่า Rf ของสารต่างๆในการสังเคราะห์ CPAOZ 

สาร 

ค่า Rf 
การทดลองนี ้ Copper และคณะ (2004) 

ย้อมด้วยนิน

ไฮดริน 

ดูภายใต้แสง

อัลตราไวโอเลต 

ย้อมด้วยนิน

ไฮดริน 

ดูภายใต้แสง

อัลตราไวโอเลต 

CBA - 0.08 - 0.11 

AOZ 0.18 - 0.27 - 

CPAOZ - - - 0.03 

ไพริดีน - 0.55 - - 

ตวัอยา่งก่อนทําการไหลกลบั

ด้วยไพริดีน 

- 0.03 

- - 
- 0.09 

0.18 - 

- 0.53 

ตวัอยา่งหลงัทําการไหลกลบั

ด้วยไพริดีน 

- 0.03 

- - 0.18 - 

- 0.53 

ตวัอยา่งหลงัทําให้แห้งโดย

แก๊สไนโตรเจน 

- 0.03 
- - 

0.18 - 

 

จากการคํานวณค่า Rf ของผลิตภณัฑ์สุดท้ายท่ีได้หลงัจากการทําให้แห้งโดยแก็สไนโตรเจน พบว่ามีค่าเท่ากบั 0.03 

และ 0.18 เม่ือเปรียบเทียบค่า Rf  ท่ีได้ดงักล่าวกบัค่า Rf ของสารต่างๆในปฏิกิริยาสรุปได้วา่ น่าจะเป็นสาร CPAOZ และ AOZ 



ตามลําดบั และเม่ือทําการเปรียบเทียบค่า Rf  ของสาร CPAOZ ในการทดลองนีก้บัของ Cooper และคณะ (2004) พบวา่ให้ค่า

เท่ากนั แสดงว่าสามารถทําการเตรียมสาร CPAOZ ได้สําเร็จ อย่างไรก็ตาม ยงัสามารถตรวจพบ AOZ ในปริมาณน้อยได้ ทัง้นี ้

เน่ืองจากในการสงัเคราะห์นัน้ได้ใช้สาร AOZ ปริมาณมากเกินพอในการทําปฏิกิริยากบัสาร CBA ทําให้พบสาร AOZ เหลืออยู่

จากการทําปฏิกิริยา   

 เม่ือทําการเช่ือมต่อสาร CPAOZ และ AOZ กับโปรตีนพาหะ ได้แก่ BSA ,cBSA และ OVA และนําไปตรวจหา

ปริมาณโปรตีนโดยวิธี BCA เปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐาน BSA พบว่าสาร CPAOZ-cBSA ,AOZ-BSA ,CPAOZ-OVA และ 

AOZ-OVA มีปริมาณโปรตีนเข้มข้น 2.14 ,9.70 ,8.40 และ 8.50 มิลลิกรัมตอ่มิลลลิิตร ตามลําดบั 

 จากนัน้นําสารท่ีเตรียมได้มาทดสอบหาเปอร์เซนต์การเช่ือมตดิของสารกบัโปรตีนโดยวิธี TNBS โดยมีหลกัการคือ สาร 

TNBS จะไปจบักบัหมู่เอมีนอิสระแล้วเกิดปฏิกิริยาการเปลี่ยนแปลงสีเป็นสีส้ม สามารถวดัค่าการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 

335 นาโนเมตร และคํานวณหาเปอร์เซนต์การเช่ือมติดของสารจาก เปอร์เซนต์การเช่ือมติดของสารกบัโปรตีนพาหะ  เท่ า กั บ 

ค่าการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 335 นาโนเมตรของโปรตีนพาหะ ลบ ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 335 นาโนเมตร

ของโปรตีนท่ีเช่ือมกบัสาร หารด้วยคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 335 นาโนเมตรของโปรตีนพาหะ คณู 100 

ผลการทดสอบพบว่า โปรตีน BSA ,OVA ,CPAOZ-cBSA  ,CPAOZ-OVA ,AOZ-BSA และ AOZ-OVA ท่ีความเข้มข้น 1,000     

ไมโครกรัมต่อมิลลิลลิตร มีค่าการดูดกลืนแสงท่ี 335 นาโนเมตร เท่ากับ 0.878 ,0.585 ,0.824 ,0.530 ,0.825 และ 0.532            

ตามลําดับ คิดเป็นค่าเปอร์เซนต์ของการเช่ือมติดระหว่างสารและโปรตีนพาหะ ได้แก่ CPAOZ-cBSA ,CPAOZ-OVA ,AOZ-

BSA และ AOZ-OVA เทา่กบั 11.29 ,9.40 ,6.04 และ 9.06 เปอร์เซนต์ ตามลําดบั ดงัตารางท่ี 2 

                   

 

 

 

 

 

 



ตารางที่ 2 ค่าเปอร์เซนต์ของการเช่ือมตดิระหว่างสารกับโปรตีน ที่ความเข้มข้นโปรตีน 1,000 ไมโครกรัมต่อ 

   มิลลิลิตร 

สารโปรตีนเข้มข้น 

1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 

335 นาโนเมตร 

เปอร์เซนต์การเช่ือมตดิ 

BSA 0.878 - 

cBSA 0.917 - 

OVA 0.585 - 

CPAOZ-cBSA 0.824 11.29 

CPAOZ-OVA 0.530 9.40 

AOZ-BSA 0.825 6.04 

AOZ-OVA 0.532 9.06 

 

3.2 การกระตุ้นระบบภมูิคุ้มกันของหนูให้สร้างแอนตบิอดีต่อสาร NPAOZ หรือ AOZ 

 ทําการฉีดกระตุ้นภูมิคุ้มกนัของหนูทดลองสายพนัธุ์ BALB/c เพศเมีย อายุ 8 สปัดาห์ โดยแบ่งหนูเป็น 2 ชดุ ชุดท่ี 1 

ฉีดกระตุ้ นด้วยสาร CPAOZ-cBSA ชุดท่ี 2 กระตุ้ นด้วยสาร AOZ-BSA ซึ่งการฉีดกระตุ้ นครัง้แรก (Immunization) จะใช้

แอนติเจนปริมาณ 50 ไมโครกรัม (ตอ่หน ู1 ตวั) ผสมกบั  Freund’s complete adjuvant (FCA)  โดยฉีดเข้าภายในช่องท้องหน ู

และทําการฉีดกระตุ้นซํา้อีก ทกุๆ 2 อาทิตย์ จํานวน 4-6 ครัง้  โดยผสมแอนติเจนกบั Freund’s incomplete adjuvant (FICA) 

จากนัน้ประมาณ 7-10 วนั ทําการเจาะเลือดหนจูากปลายหางเพ่ือแยกซีรัมมาทดสอบดรูะดบัของแอนติบอดี (antibody titer) 

ด้วยวิธี Indirect ELISA โดยผลการทดสอบแอนติบอดีในซีรัมของหนู ได้ผลดังแสดงในตารางท่ี 3 พบว่า เม่ือทําการทดสอบ

ปริมาณแอนติบอดีในซีรัมหนูด้วยวิธี indirect ELISA โดยเคลือบหลมุด้วย AOZ-BSA เปรียบเทียบกบั CPAOZ-cBSA ทําการ

เจือจางซีรัมหนูด้วย BSA ความเข้มข้น 1 เปอร์เซนต์ ละลายใน PBS (นํา้หนกัต่อปริมาตร) (เพ่ือให้ BSA จบักบัแอนติบอดีต่อ 

BSA ในซีรัม) เจือจางท่ีการเจือจาง 1:500 ถึง 1:1,024,000 เท่า ผลการทดสอบแอนติบอดีในซีรัมหน ูพบว่า ซีรัมหนชูุดท่ี 1 ท่ี

ได้รับการฉีดกระตุ้นด้วย CPAOZ-cBSA ทําปฏิกิริยาได้ดีกบั AOZ-BSA และ CPAOZ-cBSA ให้ค่าการดดูกลืนแสงท่ีความยาว



คลื่น 450 นาโนเมตร สงูสดุประมาณ 1.7 และให้ค่าไตเตอร์ ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร  เท่ากบั 0.3 

ในระดบัสงูคือ 1:1,024,000 และ 1:128,000 ตามลําดบั สว่นซีรัมหนชูดุท่ี 2 ท่ีได้รับการกระตุ้นด้วย AOZ-BSA ทําปฏิกิริยาจบั

กบัแอนติเจน AOZ-BSA ได้ดีกว่า CPAOZ-cBSA ให้ค่าการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร สงูสดุประมาณ 1.7 

และ 1.3 ตามลําดบั และให้ค่าไตเตอร์ สงูกวา่ 1:1,024,000 และ 1:4,000 ตามลําดบั  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ตารางที่ 3 แสดงค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร ของผลการทดสอบแอนตบิอดี 

    ในซีรัมหนูโดยวิธี indirect ELISA ของหนูชุดที่ 1 ซึ่งฉีดกระตุ้นด้วย CPAOZ-cBSA และ หนู 

    ชุดที่ 2 ซึ่งฉีดกระตุ้นด้วย AOZ-BSA 

 

เจือจาง 

ซีรัมหนู 

( X 103 เท่า) 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร 

เคลือบหลุมทดสอบด้วย CPAOZ-cBSA เคลือบหลุมทดสอบด้วย AOZ-BSA 

หนูชุดที่ 1 

กระตุ้นด้วย CPAOZ-cBSA 

หนูชุดที่ 2 

กระตุ้นด้วย AOZ-BSA 

หนูชุดที่ 1 

กระตุ้นด้วย CPAOZ-cBSA 

หนูชุดที่ 2 

กระตุ้นด้วย AOZ-BSA 

ตัวที่ 1 ตัวที่ 2 ตัวที่ 3 ตัวที่ 1 ตัวที่ 2 ตัวที่ 3 ตัวที่ 1 ตัวที่ 2 ตัวที่ 3 ตัวที่ 1 ตัวที่ 2 ตัวที่ 3 

0.5 1.77 1.78 1.75 1.10 1.59 1.28 1.75 1.75 1.74 1.78 1.79 1.75 

1 1.72 1.75 1.74 0.73 1.19 0.86 1.73 1.72 1.73 1.75 1.75 1.74 

2 1.77 1.79 1.78 0.48 0.74 0.53 1.76 1.73 1.77 1.79 1.79 1.78 

4 1.78 1.79 1.78 0.31 0.50 0.32 1.75 1.62 1.76 1.80 1.79 1.77 

8 1.79 1.82 1.80 0.25 0.42 0.26 1.66 1.40 1.71 1.85 1.85 1.81 

16 1.76 1.78 1.77 0.20 0.31 0.22 1.40 1.05 1.47 1.83 1.82 1.78 

32 1.70 1.73 1.64 0.16 0.23 0.18 0.92 0.70 1.17 1.76 1.77 1.78 

64 1.49 1.64 1.33 0.11 0.14 0.17 0.55 0.41 0.79 1.74 1.74 1.75 

128 1.14 1.32 0.94 0.08 0.10 0.15 0.34 0.22 0.48 1.79 1.77 1.76 

256 0.81 0.99 0.65 0.08 0.08 0.16 0.21 0.12 0.28 1.79 1.77 1.76 

512 0.53 0.62 0.42 0.09 0.09 0.14 0.16 0.11 0.20 1.82 1.78 1.81 

1,024 0.33 0.40 0.31 0.11 0.12 0.14 0.12 0.11 0.16 1.79 1.66 1.73 



ทําการฉีดกระตุ้นหนชูดุท่ี 3 จํานวน 3 ตวั ด้วย CPAOZ-cBSA หลงัจากฉีดกระตุ้นจํานวน 4 ครัง้ ทดสอบแอนติบอดี

ในซีรัมหนูโดยวิธี indirect ELISA โดยเคลือบหลุมท่ีทดสอบด้วย AOZ-OVA ,BSA และ OVA เม่ือเจือจางซีรัมหนูด้วย BSA 

ความเข้มข้น 1 เปอร์เซนต์ ละลายใน PBS (นํา้หนกัต่อปริมาตร) ท่ีการเจือจาง 1:500 ถึง 1:256,000 ได้ผลดงัตารางท่ี 4 หนทูัง้ 

3 ตวั ผลิตแอนติบอดีในระดบัสูง ให้ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร  สงูประมาณ 1.8 และหนูตัวท่ี 1 ,2 

และ 3 มีค่าไตเตอร์ 1:64,000 ,สงูกวา่ 1:256,000 และ 1:128,000 ตามลําดบั แอนติบอดีในซีรัมหนไูม่จบักบัหลมุท่ีเคลือบด้วย 

BSA และ OVA  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ตารางที่ 4 แสดงค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร ของผลการทดสอบแอนตบิอดีในซีรัมหนู 

   โดยวธีิ indirect ELISA ของหนูชุดที่ 3 ซึ่งฉีดกระตุ้นด้วย CPAOZ-cBSA 

 

เจือจาง 

ซีรัมหนู 

( X 103 

เท่า) 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร 

เคลือบหลุมด้วย AOZ-OVA 

1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

เคลือบหลุมด้วย BSA 

1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

เคลือบหลุมด้วย OVA 

1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

ตัวที่ 

1 

ตัวที่ 

2 

ตัวที่ 

3 

NMS ตัวที่ 

1 

ตัวที่ 

2 

ตัวที่ 

3 

NMS ตัวที่ 

1 

ตัวที่ 

2 

ตัวที่ 

3 

NMS 

0.5 1.71 1.82 1.82 0.15 0.28 0.34 0.63 0.16 0.23 0.28 0.42 0.18 

1 1.60 1.81 1.80 0.13 0.19 0.22 0.41 0.12 0.15 0.19 0.27 0.18 

2 1.41 1.75 1.69 0.11 0.15 0.16 0.26 0.10 0.13 0.14 0.20 0.15 

4 1.15 1.76 1.60 0.09 0.11 0.12 0.17 0.09 0.11 0.10 0.15 0.14 

8 0.84 1.69 1.34 0.09 0.13 0.12 0.15 0.11 0.11 0.09 0.10 0.12 

16 0.58 1.61 1.04 0.09 0.15 0.10 0.13 0.12 0.10 0.08 0.09 0.13 

32 0.37 1.44 0.68 0.08 0.14 0.08 0.10 0.10 0.10 0.08 0.10 0.14 

64 0.25 1.16 0.44 0.08 0.13 0.09 0.10 0.09 0.12 0.07 0.10 0.15 

128 0.17 0.86 0.26 0.08 0.15 0.09 0.08 0.11 0.09 0.08 0.08 0.13 

256 0.14 0.57 0.17 0.09 0.18 0.10 0.11 0.12 0.10 0.07 0.09 0.12 

1%BSA 0.13 0.11 0.12 0.17 0.26 0.19 0.17 0.19 0.15 0.12 0.12 0.17 

PBS 0.08 0.07 0.07 0.08 0.10 0.08 0.08 0.09 0.08 0.08 0.08 0.09 

 

NMS = ซีรัมหนูปกต ิ



จากนัน้ นําแอนติบอดีในซีรัมหนูชุดท่ี 3 ไปทดสอบการจับกับ AOZ ,CPAOZ และ NPAOZ ในรูปอิสระ โดยวิธี 

indirect competitive ELISA โดยเคลือบหลมุด้วย AOZ-OVA เจือจางแอนติบอดีในซีรัมหนดู้วยสารละลาย BSA ความเข้มข้น 

1 เปอร์เซนต์ ใน PBS (นํา้หนกัต่อปริมาตร) โดยหนูตวัท่ี 1 ,2 และ 3 เจือจางท่ี 1:4,000 ,1:64,000 และ 1:16,000 ตามลําดบั 

ทําปฏิกิริยากบั AOZ ,CPAOZ และ NPAOZ ในรูปอิสระ ท่ีความเข้มข้น 0 – 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  ได้ผลค่าการดูดกลืน

แสงท่ีความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ดงัตารางท่ี 5 และเม่ือนําค่าการดดูกลืนแสงท่ีได้มาคํานวณหาค่า IC50 พบว่า แอนติบอดี

ในเลือดหนูทัง้ 3 ตัว มีความสามารถจบักับ CPAOZ และ NPAOZ ในรูปอิสระได้ดี โดยมีค่า IC50 ดงัต่อไปนี ้หนูตวัท่ี 1 มีค่า 

IC50 เท่ากบั 0.78 และ 6.25 หนูตวัท่ี 2 มีค่า IC50 0.012 และ 0.049 หนูตวัท่ี 3 มีค่า IC50 เท่ากบั 0.586 และ 6.25 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร ตามลําดบั มีเพียงหนูตวัท่ี 2 เท่านัน้ท่ีแอนติบอดีในซีรัมสามารถจบักับ AOZ ในรูปอิสระได้โดยมีค่า IC50 เท่ากบั 

25 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลติร ดงัแสดงในตารางท่ี 6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ตารางที่ 5 ผลการทดสอบแอนตบิอดีในซีรัมหนูในการจับกับ AOZ ,CPAOZ และ NPAOZ ในรูปอิสระ โดยวิธี  

   indirect competitive ELISA เคลือบหลุมทดสอบด้วย AOZ-BSA ของหนูชุดที่ 3 ซึ่งฉีดกระตุ้นด้วย  

   CPAOZ-cBSA 

ความเข้มข้น

ของสาร 

( ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร ) 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร 

ซีรัมหนูตวัที่ 1 ซีรัมหนูตวัที่ 2 ซีรัมหนูตวัที่ 3 

AOZ CPAOZ NPAOZ AOZ CPAOZ NPAOZ AOZ CPAOZ NPAOZ 

0 1.45 1.49 1.41 1.43 1.43 1.41 1.62 1.61 1.54 

0.003 1.44 1.46 1.44 1.39 1.06 1.29 1.59 1.57 1.57 

0.006 1.41 1.41 1.43 1.35 0.91 1.31 1.57 1.58 1.56 

0.012 1.44 1.40 1.41 1.38 0.76 1.18 1.61 1.52 1.51 

0.024 1.41 1.33 1.38 1.28 0.62 0.87 1.55 1.45 1.48 

0.049 1.40 1.26 1.34 1.30 0.46 0.77 1.52 1.38 1.42 

0.098 1.38 1.17 1.28 1.28 0.37 0.59 1.55 1.24 1.32 

0.196 1.37 1.05 1.21 1.31 0.31 0.53 1.51 1.03 1.10 

0.391 1.42 0.91 1.27 1.39 0.21 0.78 1.61 0.95 1.25 

0.781 1.44 0.69 1.13 1.32 0.14 0.51 1.58 0.67 1.18 

1.563 1.29 0.51 1.01 1.22 0.11 0.36 1.56 0.50 1.07 

3.125 1.32 0.36 0.87 1.09 0.09 0.24 1.56 0.37 0.88 

6.25 1.39 0.26 0.70 0.94 0.09 0.17 1.53 0.30 0.71 

12.5 1.37 0.20 0.52 0.82 0.07 0.12 1.52 0.28 0.55 

25 1.39 0.18 0.37 0.73 0.09 0.10 1.49 0.27 0.44 

50 1.44 0.18 0.28 0.69 0.11 0.11 1.55 0.23 0.36 



ตารางที่ 6 แสดงค่า IC50 ของการจับกันของแอนตบิอดีในซีรัมหนูกับสาร AOZ ,CPAOZ และ NPAOZ ในรูปอิสระ 

 

หนูตัวที่  

IC50 (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

สาร AOZ สาร CPAOZ สาร NPAOZ 

1 > 50 0.781 6.250 

2 25 0.024 0.049 

3 > 50 0.586 6.250 

 

 ทําการฉีดกระตุ้นหนชูดุท่ี 4 จํานวน 3 ตวั ด้วย AOZ-BSA หลงัจากกระตุ้น 4 ครัง้ ทดสอบแอนติบอดีในซีรัมหนโูดยใช้

วิธี indirect ELISA แอนติเจนท่ีใช้ในการเคลือบหลุมได้แก่ AOZ-BSA ,AOZ-OVA ,CPAOZ-OVA ,BSA และ OVA ได้ผลดัง

ตารางท่ี 7 เม่ือเจือจางซีรัมหนูทัง้ 3 ตวั ด้วย สารละลาย BSA ความเข้มข้น 1 เปอร์เซนต์ ใน PBS (นํา้หนกัต่อปริมาตร) ท่ีการ

เจือจาง 1:500 ถึง 1:256,000 พบว่า แอนติบอดีในซีรัมหนท่ีูได้ ทําปฏิกิริยาเฉพาะกบัแอนติเจน AOZ-BSA ให้ค่าการดดูกลืน

แสงท่ีความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร สูงสุดประมาณ 2.7 และค่าไตเตอร์ เท่ากับ 1:256,000 จากนัน้นําซีรัมหนูไปทดสอบ

ความสามารถในการจบักบัสารในรูปอสิระ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ตารางที่ 7 แสดงค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร ของผลการทดสอบแอนตบิอดีในซีรัมหนูโดย 

   วิธี indirect ELISA เคลือบหลุมด้วย AOZ-BSA ,AOZ-OVA ,CPAOZ-OVA ,BSA และ OVA ของหนูชุดที่ 4  

   ซึ่งฉีดกระตุ้นด้วย CPAOZ-cBSA 

เจอืจาง 

ซีรัมหนู 

( X103 เท่า ) 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร 

AOZ-BSA AOZ-OVA CPAOZ-OVA BSA OVA 

1 2 3 NM 1 2 3 NM 1 2 3 NM 1 2 3 NM 1 2 3 NM 

0.5 2.9 2.7 2.7 0.2 0.4 0.4 0.5 0.2 0.5 0.5 0.5 0.2 1.0 1.6 1.5 0.1 0.3 0.3 0.5 0.2 

1 2.6 2.7 2.4 0.2 0.3 0.3 0.3 0.2 0.4 0.4 0.3 0.1 0.7 1.1 1.1 0.1 0.2 0.2 0.3 0.1 

2 2.5 2.7 2.4 0.2 0.2 0.2 0.3 0.2 0.3 0.4 0.2 0.2 0.4 0.8 0.7 0.1 0.2 0.2 0.2 0.2 

4 

8 

16 

32 

64 

128 

256 

2.3 

2.1 

1.6 

1.3 

0.8 

0.6 

0.3 

2.5 

2.5 

2.3 

2.1 

1.6 

1.2 

0.7 

2.2 

1.9 

1.2 

0.9 

0.5 

0.3 

0.2 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.2 

0.2 

0.2 

0.1 

0.1 

0.2 

0.1 

0.2 

0.2 

0.2 

0.2 

0.1 

0.1 

0.1 

0.2 

0.2 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.2 

0.2 

0.2 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.3 

0.4 

0.2 

0.2 

0.1 

0.1 

0.1 

0.2 

0.3 

0.2 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.3 

0.2 

0.2 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.5 

0.4 

0.2 

0.2 

0.1 

0.1 

0.1 

0.4 

0.3 

0.2 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 
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 เม่ือทําการทดสอบแอนติบอดีในซีรัมหนูชุดท่ี 4 ท่ีการเจือจาง 1:16,000 กบัสาร FZD ,AOZ ,CPAOZ และ NPAOZ 

ในรูปอิสระ โดยวิธี indirect competitive ELISA ท่ีความเข้มข้นของสาร 0 – 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยเคลือบหลุมด้วย 

AOZ-BSA พบว่า แอนติบอดีในซีรัมหนูท่ีได้ไม่จับกับสารทัง้ 4 ตัว ในรูปอิสระ ดังแสดงในตารางท่ี 8 ท่ีความเข้มข้นของสาร

สงูสุด 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ให้ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร ใกล้เคียงกับท่ีความเข้มข้นของสาร

เท่ากับ 0 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (ค่า IC50 สูงกว่า 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) แอนติบอดีในซีรัมหนูชุดท่ี 4 ไม่จับกับ FZD 

,AOZ ,CPAOZ และ NPAOZ ในรูปอสิระ 



ตารางที่ 8 แสดงค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร ของผลการทาํปฏกิริิยาของแอนติบอดีในซีรัม 

   หนูชุดที่ 4 ซึ่งฉีดกระตุ้นด้วย AOZ-BSA กับสาร FZD ,AOZ ,CPAOZ และ NPAOZ ในรูปอิสระ โดยใช้วิธี  

   indirect competitive ELISA 

ความเข้มข้น

ของสาร 

( ไมโครกรัมต่อ

มลิลิลติร ) 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร 

หนูตัวที่ 1 หนูตัวที่ 2 หนูตัวที่ 3 

FZD AOZ CPAOZ NPAOZ FZD AOZ CPAOZ NPAOZ FZD AOZ CPAOZ NPAOZ 

0 0.88 0.91 0.88 0.91 1.75 1.75 1.75 1.75 0.58 0.59 0.52 0.55 

0.00001 0.90 0.89 0.83 0.87 1.84 1.79 1.84 1.85 0.61 0.60 0.61 0.59 

0.0001 0.99 0.95 0.93 0.90 1.77 1.82 1.82 1.79 0.62 0.63 0.59 0.58 

0.001 0.94 0.89 0.87 0.90 1.79 1.82 1.80 1.81 0.63 0.60 0.60 0.59 

0.01 0.85 0.84 0.85 0.82 1.74 1.78 1.74 1.76 0.57 0.57 0.56 0.56 

0.1 0.86 0.84 0.82 0.81 1.81 1.79 1.80 1.81 0.60 0.60 0.58 0.60 

1 0.90 0.92 0.92 0.87 1.81 1.74 1.77 1.42 0.60 0.61 0.59 0.60 

10 0.88 0.97 0.99 0.98 1.80 1.79 1.86 1.88 0.65 0.60 0.61 0.60 

 

 เม่ือทําการฉีดกระตุ้นหนชูดุท่ี 5 จํานวน 2 ตวัด้วยแอนติเจน CPAOZ-cBSA และทําการทดสอบแอนติบอดีในซีรัมหนู

ด้วยวิธี Indirect ELISA แอนติเจนท่ีใช้ในการเคลือบหลุม ได้แก่ CPAOZ-BSA ,AOZ-BSA ,CPAOZ-OVA ,AOZ-OVA ,BSA 

และ OVA โดยเจือจางซีรัมหนูด้วย สารละลาย BSA ความเข้มข้น 1 เปอร์เซนต์ ใน PBS (นํา้หนกัต่อปริมาตร) ท่ีการเจือจาง 

1:500 ถึง 1:256,000 พบว่า แอนติบอดีในซีรัมหนูทัง้ 2 ตัว ไม่ทําปฏิกิริยากับ BSA แอนติบอดีในซีรัมหนูตัวท่ี 1 และ 2 ทํา

ปฏิกิริยากับ CPAOZ –cBSA ,CPAOZ-OVA ท่ีระดับไตเตอร์สูงกว่า 1:1,024,000 ทําปฏิกิริยากับ AOZ-BSA ระดับไตเตอร์ 

1:16,000 และ 1:2,000 ตามลําดบั ทําปฏิกิริยา AOZ-OVA ท่ีระดบัไตเตอร์ 1:512,000 และ 1:1,024,000 ตามลําดบั และซีรัม

ของหนทูัง้ 2 ตวั ทําปฏิกิริยากบั OVA ท่ีระดบัไตเตอร์ 1:256,000 แสดงวา่แอนติบอดีในซีรัมบางสว่นทําปฏิกิริยากบั OVA ได้ 



ตารางที่ 9 แสดงค่าการดูดกลืนแสงการทาํปฏกิริิยาของแอนตบิอดีในซีรัมหนู โดยวธีิ indirect ELISA ของหนูชุดที่ 5  

      ซึ่งฉีดกระตุ้นด้วย CPAOZ-cBSA 

เจอืจาง 

ซีรัมหนู 

( X 103 

เท่า ) 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร 

CPAOZ-cBSA AOZ-BSA CPAOZ-OVA AOZ-OVA BSA OVA 

1 2 NMS 1 2 NMS 1 2 NMS 1 2 NMS 1 2 NMS 1 2 NMS 

0.5 2.86 2.85 0.15 1.90 0.69 0.13 2.85 3.20 0.17 2.76 2.84 0.16 0.25 0.30 0.12 2.80 3.10 0.15 

1 2.99 2.78 0.12 1.61 0.52 0.09 2.94 3.14 0.14 2.80 2.98 0.14 0.17 0.19 0.10 2.82 3.05 0.11 

2 2.94 2.85 0.09 1.13 0.33 0.08 2.86 3.00 0.11 2.66 2.75 0.12 0.13 0.13 0.09 2.63 2.75 0.09 

4 3.00 2.75 0.08 0.63 0.24 0.08 2.92 2.90 0.09 2.63 2.66 0.10 0.10 0.10 0.08 2.66 2.56 0.08 

8 2.93 2.70 0.09 0.40 0.15 0.09 2.93 2.70 0.09 2.38 2.56 0.13 0.15 0.08 0.10 2.20 2.16 0.10 

16 2.90 2.80 0.08 0.29 0.11 0.07 2.81 2.80 0.10 2.09 2.42 0.12 0.10 0.08 0.10 1.76 1.67 0.08 

32 2.88 2.62 0.08 0.19 0.09 0.07 2.74 2.70 0.09 1.68 2.14 0.12 0.07 0.07 0.08 1.20 1.07 0.08 

64 2.74 2.82 0.07 0.12 0.08 0.07 2.55 2.65 0.11 1.18 1.87 0.15 0.07 0.07 0.08 0.75 0.68 0.08 

128 2.55 2.55 0.08 0.09 0.08 0.06 2.35 2.57 0.11 0.83 1.28 0.11 0.07 0.09 0.08 0.46 0.40 0.08 

256 2.42 2.43 0.09 0.08 0.08 0.06 2.04 2.35 0.10 0.60 0.90 0.16 0.07 0.08 0.08 0.29 0.25 0.07 

512 2.00 2.23 0.08 0.09 0.06 0.06 1.53 2.00 0.11 0.35 0.57 0.12 0.07 0.07 0.08 0.18 0.17 0.07 

1,024 1.46 1.88 0.07 0.09 0.06 0.06 1.00 1.56 0.08 0.21 0.38 0.09 0.07 0.07 0.08 0.13 0.12 0.07 

 

 

 

 



3.3 การหลอมรวมเซลล์และคัดเลือกเซลล์ไฮบริโดมา 

หลงัจากทดสอบการผลิตแอนติบอดีในซีรัมหนูท่ีได้รับการกระตุ้นแล้ว พบว่า มีปริมาณแอนติบอดีในระดบัสงู จึงทํา

การหลอมรวม B-cell จากม้ามหนกูบั Myeloma cell และคดัเลือกเซลล์ไฮบริโดมาท่ีผลิตแอนติบอดีนัน้ ผลการทดลอง พบว่า 

หนชูดุท่ี 1 และชดุท่ี 2 ในการหลอมรวมเซลล์ไม่สามารถได้เซลล์ไฮบริโดมาท่ีผลิตแอนติบอดีท่ีต้องการได้ 

การหลอมรวมเซลล์ของหนูชุดท่ี 3 ซึ่งฉีดกระตุ้นด้วย CPAOZ-cBSA นัน้ ผลการหลอมรวมเซลล์ได้เซลล์ไฮบริโดมา

มากกว่า 90% เม่ือทําการคดัเลือกเซลล์ท่ีผลิตแอนติบอดีโดยวิธี indirect ELISA โดยเคลือบหลมุด้วย CPAOZ-OVA พบวา่ทกุ

หลมุให้ผลบวก ซึ่งยากต่อการคดัเลือกแอนติบอดีท่ีต้องการ แต่เม่ือเคลือบหลมุด้วย AOZ-OVA ได้เซลล์ท่ีให้ผลบวก 88 หลมุ 

จากทัง้หมด 768 หลุม คิดเป็น 11.5 เปอร์เซนต์ จากนัน้นําทัง้ 88 หลุมไปทดสอบกับสาร AOZ และ CPAOZ ในรูปอิสระ ท่ี

ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยวิธี indirect competitive ELISA พบว่า เซลล์ท่ียงัคงผลิตแอนติบอดีและจบักับ

สาร CPAOZ ในรูปอิสระได้ มีจํานวน 53 หลมุ และมีเพียง 9 หลมุ ซึง่จบักบัสาร AOZ ได้บางสว่น ได้แก่ เซลล์หลมุ 1/6C ,2/8A 

,2/5E ,4/4B ,4/9C ,8/6E ,4/9A ,4/2E และ 7/11H ดงัแสดงในตารางท่ี 10  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ตารางที่ 10 แสดงค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร สาํหรับใช้คัดเลือกเซลล์ไฮบริโดมาที่ผลิต 

     แอนตบิอดีที่มีความสามารถในการจับกับสาร CPAOZ และ AOZ ในรูปอสิระ โดยวธีิ indirect  

     competitive ELISA 

 

หลุม 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว

คลื่น 450 นาโนเมตร 

 

หลุม 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว

คล่ืน 450 นาโนเมตร 

 

หลุม 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ความ

ยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร 

PBS AOZ CPAOZ PBS AOZ CPAOZ PBS AOZ CPAOZ 

1/1A 1.14 1.08 0.41 1/1C 1.88 1.87 0.22 1/2B 0.90 0.83 0.08 

1/5A 1.44 1.45 0.08 1/5C 1.85 1.84 0.16 1/5G 1.72 1.75 0.11 

1/6C 0.70 0.47 0.07 1/8D 0.85 0.66 0.07 2/5E 1.29 0.75 0.06 

2/7G 1.26 1.23 0.07 2/8A 1.61 1.18 0.07 2/10A 1.69 1.60 0.19 

2/11G 0.83 0.72 0.08 2/2G 1.77 1.77 0.88 2/12H 0.76 0.61 0.08 

3/1F 1.79 1.70 0.18 3/2F 0.81 0.69 0.07 3/4E 1.29 1.12 0.07 

3/6A 1.87 1.79 0.09 3/6C 1.20 1.05 0.06 3/9B 1.30 1.26 0.09 

3/9H 0.88 0.65 0.42 3/10D 1.74 1.58 0.07 3/11C 1.82 1.79 0.19 

4/1G 0.89 0.68 0.08 4/1H 1.67 1.62 0.08 4/2E 1.50 1.17 0.07 

4/4B 1.48 0.86 0.06 4/5E 1.31 1.21 0.07 4/5G 1.19 1.04 0.08 

4/6D 1.95 1.89 0.78 4/7C 1.98 1.94 0.07 4/8E 1.65 1.65 0.08 

4/9C 0.72 0.35 0.07 4/9A 1.01 0.80 0.06 4/10F 0.60 0.47 0.25 

4/12B 1.96 1.94 0.15 6/1A 1.26 1.30 0.08 6/1C 1.80 1.68 0.10 

6/5H 1.92 1.96 0.76 6/6H 1.14 1.09 0.12 6/8D 0.73 0.80 0.59 

6/10B 1.74 1.66 0.09 7/4E 1.70 1.53 0.12 7/6H 1.88 1.80 0.53 

7/7B 1.21 1.30 0.08 7/7D 0.92 0.85 0.08 7/7H 0.97 0.79 0.08 

7/11A 1.38 1.19 0.11 7/11H 0.71 0.22 0.07 8/2F 1.77 1.70 0.12 

8/6E 1.03 0.57 0.06 8/8H 1.88 1.80 0.40     



จากนัน้นําหลมุท่ีให้ผลบวกและจบักบั CPAOZ ในรูปอิสระ มาทํา subclone ซํา้ โดยวิธี Limiting dilution ซํา้ ครัง้ท่ี 2 

เหลือหลุมท่ียงัคงให้ผลบวกและจบักับ CPAOZ ในรูปอิสระ จํานวน 20 หลุม ได้แก่ 1/1A ,1/1C ,1/2B ,2/8A ,2/10A ,2/12G 

,3/6A ,3/9B ,4/1H ,4/8E ,4/12B ,6/11A ,6/5H ,7/4E ,7/6H ,7/7B ,7/7D ,7/11A ,8/2F และ 8/8H และเม่ือทํา subclone ครัง้

ท่ี 3 เหลือหลมุท่ียงัคงให้ผลบวกและจบักับ CPAOZ ในรูปอิสระอยู่ 7 หลมุ ได้แก่ 1/2B ,1/1C ,2/2G ,4/1H ,6/1A ,7/6H และ 

8/8H เซลล์แต่ละหลมุคดัเลือกหลมุท่ีคาดวา่มาจากต้นกําเนิดเซลล์เดียวกนั 5 – 10 โคลน ได้เซลล์ไฮบริโดมาทัง้หมด 52 โคลน 

ทดสอบแอนติบอดีท่ีได้จากเซลล์ไฮบริโดมาทัง้ 52 โคลน กับสาร AOZ ,CPAOZ และ NPAOZ โดยวิธี indirect competitive 

ELISAพบว่า เซลล์ไฮบริโดมาท่ีได้ทุกโคลนจับกับ CPAOZ ในรูปอิสระ แต่ไม่จับกับ AOZ และบางโคลนจับกับ NPAOZ 

บางส่วน จึงทําการเลือกเก็บโคลนท่ีจบักบั NPAOZ และ CPAOZ จํานวน 22 โคลน (จากหลุมต้น 7 หลุม ได้แก่ 1/2B , 1/1C 

,2/2G ,4/1H ,6/1A ,7/6H และ 8/8H) ดงัแสดงในตารางท่ี 11 ทําการเก็บแช่แข็งเซลล์ท่ีได้ในไนโตรเจนเหลว และเก็บอาหาร

เลีย้งเซลล์ไฮบริโดมาท่ีได้นําไปทดสอบปฏิกิริยาข้ามกบัสารในกลุม่ไนโตรฟแูรน และกลุม่ยาปฏิชีวนะอ่ืนต่อไป 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ตารางที่ 11 การทดสอบแอนตบิอดีที่มีความสามารถในการจับกับสาร AOZ ,CPAOZ และ NPAOZ ในรูปอิสระ โดย 

     วิธี indirect competitive ELISA  

 

โคลน 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 

450 นาโนเมตร 

 

โคลน 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 

450 นาโนเมตร 

PBS AOZ CPAOZ NPAOZ PBS AOZ CPAOZ NPAOZ 

1/2B/7A/12B/4H 1.58 1.52 0.25 0.72 4/1H/4D/12C/10H 1.83 1.82 0.21 0.90 

1/2B/7A/12B/5F 1.63 1.60 0.31 1.04 4/1H/4D/9E/2H 0.81 0.89 0.14 0.19 

1/2B/7A/9D/11G 1.54 1.75 0.31 0.88 6/1A/5F/10A/6H 0.84 0.76 0.08 0.15 

1/2B/7A/9D/12B 1.58 1.54 0.24 0.87 7/6H/3H/9B/1D 1.70 1.65 0.39 1.28 

1/1C/4A/5C/5C 1.84 1.84 0.23 0.86 7/6H/3H/9C/12B 1.18 1.56 0.36 1.03 

1/1C/4A/5C/3C 1.87 1.87 0.23 1.41 8/8H/9E/10G/4E 1.72 1.54 0.27 1.01 

2/2G/4D/2D1/2F 1.73 1.69 0.35 1.62 8/8H/9E/10G/5A 1.72 1.69 0.34 1.23 

2/2G/4D/2D1/6E 1.89 1.87 0.36 1.72 8/8H/9E/11B/8A 1.67 1.50 0.26 0.99 

2/2G/4D/3G1/7G 1.84 1.84 0.33 1.77 8/8H/9E/11B/9E 1.66 1.39 0.22 0.84 

2/2G/4D/3G1/11B 1.93 1.92 0.40 1.76 8/8H/9E/11B/11B 1.62 1.50 0.21 0.82 

4/1H/4D/12C/10C 1.86 1.83 0.30 1.04 8/8H/9E/11B/12C 1.70 1.57 0.23 1.10 

 

 

 

 



 สําหรับการหลอมรวมเซลล์ของหนชูุดท่ี 4 จํานวน 3 ตัว ซึ่งฉีดกระตุ้นด้วย AOZ-BSA หลงัการหลอมรวมเซลล์ และ

เลีย้งเซลล์ไว้ประมาณ 10 – 14 วนั มีเซลล์ไฮบริโดมาขึน้ 80 – 90 เปอร์เซนต์ เน่ืองจากการทดสอบแอนติบอดีในซีรัมหนไูม่ทํา

ปฏิกิริยากบัหลมุท่ีเคลือบด้วย CPAOZ-OVA และ AOZ-OVA ดงันัน้จึงทําการทดสอบแอนติบอดีในอาหารเลีย้งเซลล์ไฮบริโด

มา โดยวิธี indirect ELISA โดยการเคลือบหลมุด้วย AOZ-BSA เปรียบเทียบกบั CPAOZ-BSA พบวา่ หลมุท่ีเคลือบด้วย AOZ-

BSA ให้หลุมท่ีเป็นผลบวก 59 หลุม ส่วนหลมุท่ีเคลือบด้วย CPAOZ-BSA ให้ผลบวก 3 หลุม และหลุมท่ีให้ผลบวกทัง้ AOZ-

BSA และ CPAOZ-BSA จํานวน 33 หลมุ แต่เม่ือทําการย้ายเซลล์ท่ีให้ผลบวกลงในจาน 48 หลมุ และเม่ือเซลล์มีจํานวนมาก

พอ นําอาหารเลีย้งเซลล์มาทดสอบแอนติบอดี พบว่า เซลล์ท่ียังคงให้ผลบวกเหลือเพียง 30 หลุม และนําไปทดสอบ

ความสามารถของแอนติบอดีในอาหารเลีย้งเซลล์ในการจับกับ FZD ,AOZ ,NPAOZ และ CPAOZ ในรูปอิสระ พบว่าไม่มี

แอนติบอดีตวัใดจบักบัสารเหลา่นีไ้ด้เลย 

 เม่ือทําการหลอมรวมเซลล์ของหนุชดุท่ี 5 จํานวน 2 ตวั ซึง่ฉีดกระตุ้นด้วยภูมิคุ้มกนัด้วย CPAOZ-cBSA มีเซลล์ไฮบริ

โดมาขึน้ประมาณ 80 เปอร์เซนต์ และเม่ือทดสอบแอนติบอดีในอาหารเลีย้งเซลล์ไฮบริโดมา โดยวิธี indirect ELISA โดยเคลือบ

หลมุด้วย AOZ-OVA หลมุท่ีให้ผลบวกมีจํานวน 146 หลมุ จากนัน้ ย้ายเซลล์ไอบริโดมาลงในจาน 48 หลมุ หลงัจากเลีย้งไว้ 2 – 

3 วนั เก็บอาหารเลีย้งเซลล์มาทดสอบความสามารถของแอนติบอดีในการจบักับ CPAOZ และ NPAOZ ในรูปอิสระ โดยวิธี 

indirect competitive ELISA พบวา่มีจํานวน 22 หลมุ ท่ีแอนติบอดีสามารถจบักบั CPAOZ ในรูปอสิระ และจบักบั NPAOZ ใน

รูปอิสระ จํานวน 18 หลมุ ดงัแสดงในตารางท่ี 12 จากนัน้ ทําการ subclone โดยวิธี limiting dilution เพ่ือให้ได้โคลนเด่ียว ใน

แต่ละครัง้จะทําการคดัเลือกโคลนท่ีจบักบั NPAOZ ในรูปอิสระ โดยนําโคลนท่ียงัคงผลิตแอนติบอดีให้ผลบวกจากการทดสอบ 

indirect ELISA และทดสอบความสามารถในการจบักับ NPAOZ ในรูปอิสระ โดยวิธี indirect competitive ELISA หลังจาก 

subclone 3 ครัง้ เลือกเก็บโคลนท่ียังคงให้ผลบวกไว้จํานวน 221 โคลน (ดังแสดงในภาคผนวก) จากเซลล์หลุมต้น 9 หลุม 

ได้แก่ 2/9A ,2/11E ,4/10G ,4/11H ,6/1D ,6/6E ,6/12E ,7/10F และ 8/12D ทําการเก็บเซลล์แช่แข็งในไนโตรเจนเหลว และเก็บ

อาหารเลีย้งเซลล์ไว้ทดสอบคณุสมบตัิตอ่ไป 

 

 

 

 

 



ตารางที่ 12 แสดงค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร ของการทดสอบความสามารถของแอนตบิอดี 

    ในการจับกับ CPAOZ และ NPAOZ ในรูปอิสระ โดยวิธี indirect competitive ELISA 

 

หลุม 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 450 

นาโนเมตร 

 

หลุม 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 450 

นาโนเมตร 

PBS CPAOZ NPAOZ PBS CPAOZ NPAOZ 

6/1D 1.94 0.28 1.17 4/3F 1.84 0.08 0.13 

6/5E 1.92 0.10 0.28 5/5E 0.86 0.07 0.08 

6/12B 1.30 0.23 0.36 2/11E 1.18 0.09 0.34 

6/12E 1.92 0.24 1.45 4/4H 1.32 0.07 0.08 

8/4C 2.11 0.11 0.14 7/10F 1.39 0.12 0.56 

2/9A 0.99 0.09 0.11 4/10G 1.37 0.43 1.30 

2/12C 1.81 0.15 0.28 5/5F 2.48 0.21 2.16 

3/12A 2.42 0.11 0.11 8/12D 2.23 0.10 0.34 

4/1H 2.55 0.11 0.11 4/11H 1.37 0.10 0.12 

5/9F 1.34 0.08 0.08 6/6E 2.08 0.30 0.65 

8/2D 1.76 0.12 0.96 8/10H 1.02 0.12 0.13 

 

 

 

 



 3.4 การศึกษาลักษณะของโมโนโคลนอลแอนตบิอดี 

  เน่ืองจากได้ทําการเลือกเก็บโคลนไว้เป็นจํานวนมาก จากหนชูดุท่ี 3 จํานวน 22 โคลน จาก 7 หลมุต้น และ

หนชูดุท่ี 5 จํานวน 221 โคลน จาก 9 หลมุต้น จงึทําการคดัเลือกโคลน โดยนําอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีเก็บไว้จากการเก็บแช่แข็งเซลล์

มาทดสอบแอนติบอดี เลือกโคลนท่ียงัคงมีการผลิตแอนติบอดี และเลือกบางโคลนในแต่ละหลมุต้น เพราะโคลนท่ีมาจากหลมุ

ต้นเดียวกนัมีโอกาสท่ีจะมีคณุสมบตัิเหมือนกนัสงู โดยมีโคลนท่ีเลือกมาดงันี ้คือ หนชูดุท่ี 3 เลือกโคลนจากหลมุต้น 1/2B ,2/2G 

,4/1H และ 7/6H หมายเลข 3 ,4 ,6 ,8 ,17 ,19 ,21 ,26 ,28 ,32 ,37 และ 42 สําหรับหนูชุดท่ี 5 เลือกโคลนจากหลมุต้น 6/12D 

,6/1D ,2/9A ,8/12D ,6/6E ,4/11H ,7/10F ,4/10G และ 7/6H หมายเลข 2 ,4 ,10 ,72 ,73 ,43 ,50 ,62 ,66 ,75 ,79 ,89 ,181 

,96 ,102 ,112 ,109 ,117 ,123 ,217 ,140 ,152 ,194 ,163 ,164 ,165 ,172 ,177 และ 207 รวมทัง้หมด 41 โคลน มาทดสอบ

คณุสมบตัิในการทําปฏิกิริยาข้ามกบัสารในกลุม่ไนโตรฟแูรนและยาปฏิชีวนะชนิดอ่ืนๆ 

  3.4.1 การตรวจสอบการเกิดปฏิกิริยาข้ามกบัยาปฏิชีวนะ 

  นําโคลนท่ีทําการคดัเลือกมาทดสอบคณุสมบตัิการผลิตแอนติบอดีท่ีมีความจําเพาะ หรือการเกิดปฏิกิริยา

ข้ามกบัสารในกลุม่ไนโตรฟแูรน ในรูปยาตัง้ต้น (parent drugs) รูปอนพุนัธ์ รูปเมแทบอไลต์ ยาในกลุ่มบีตา-อะโกนิสต์ ได้แก่ เค

ลนบูเทอรอล ,ซลับทูามอล และยาปฏิชีวนะ โดยนําแอนติบอดีจากโคลนทัง้ 40 โคลน มาทดสอบสารต่างๆเหล่านีใ้นรูปอิสระ 

โดยวิธี indirect competitive ELISA เคลือบหลมุด้วย AOZ-OVA เน่ืองจากสารส่วนใหญ่ละลายอยู่ใน DMF ขณะทดสอบสาร 

DMF จะเจือจาง 50 เท่า จงึใช้เป็นตวัควบคมุลบ และ PBS ซึง่ไม่มีสารแย่งจบั ผลการทดสอบ พบวา่ โมโนโคลนอลแอนติบอดี

จากหนชูุดท่ี 3 หมายเลข 3 ,4 ,6 ,8 ,17 ,19 ,21 ,26 ,28 ,32 ,37 และ 42 จํานวน 12 โคลน ทําปฏิกิริยากบั DMF ทําให้ค่าการ

ดดูกลืนแสงลดลง และจบักบัสารเกือบทกุตวัยกเว้น AOZ ,AMOZ และ NPAMOZ ดงัแสดงในตารางท่ี 13 ซึง่ไม่เหมาะสมท่ีจะ

นํามาศกึษาต่อเพราะไม่มีความจําเพาะ สว่นโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากหนชูุดท่ี 5 ผลการทดสอบพบว่า โคลนจากหลมุต้น 

2/9A ,4/11H ,7/10F ,4/10G และ 2/11E แอนติบอดีทําปฏิกิริยาจับกับ DMF ทําให้ค่าการดูดกลืนแสงลดลง และจับกับสาร

เกือบทกุตวั ส่วนแอนติบอดีของโคลนจากหลมุต้น 6/12D และ 6/1D ไม่ทําปฏิกิริยากบั DMF และจบักบั FZD และ CPAOZ ใน

รูปอิสระ แต่ไม่จบักบั NPAOZ โคลนจากหลมุต้น 8/12D หมายเลข 75 ,79 ,89 และ 181 โคลนจากหลมุต้น 6/6E หมายเลข 96 

,102 ,109 และ 112 ทัง้ 8 โคลนนีมี้ความจําเพาะในการจบักบั FZD ซึ่งเป็นยาตัง้ต้น CPAOZ รูปอนพุนัธ์ และ NPAOZ ในรูป

เมแทบอไลต์ ดงัแสดงในตารางท่ี 14 ดงันัน้จงึคดัเลือกทัง้ 8 โคลนนีไ้ปทําการศกึษาชนิดของแอนติบอดีในการหา Isotype และ

ทดสอบความไวของแอนติบอดี เพ่ือคดัเลือกโคลนท่ีดีท่ีสดุ เพ่ือเพิ่มปริมาณแอนติบอดีและทําให้บริสทุธ์ิ  

 

 



ตารางที่ 13 แสดงค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร ในการทาํปฏกิริิยาข้ามกับสารต่างๆของโมโน 

    โคลนอลแอนตบิอดีจากการหลอมรวมเซลล์หนูชุดที่ 3 โดยวิธี indirect competitive ELISA 

สาร / แอนตบิอดี 

หมายเลข 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร 

3 4 6 8 17 19 21 26 28 32 37 42 

FZD 0.11 0.13 0.10 0.10 0.08 0.09 0.08 0.13 0.13 0.11 0.13 0.08 

AOZ 0.84 0.95 0.80 0.79 0.39 0.44 0.83 0.48 0.94 1.54 1.57 1.37 

NPAOZ 0.30 0.45 0.30 0.29 0.19 0.25 0.36 0.25 0.51 0.63 0.53 0.14 

CPAOZ 0.12 0.12 0.11 0.10 0.08 0.10 0.09 0.13 0.11 0.11 0.13 0.09 

FTD 0.17 0.20 0.15 0.15 0.09 0.09 0.11 0.14 0.13 0.43 0.49 0.51 

AMOZ 0.92 1.11 1.01 1.01 0.72 0.73 1.18 0.80 1.21 1.65 1.66 1.32 

NPAMOZ 1.05 1.18 1.08 1.12 0.76 0.75 1.06 0.84 1.24 1.68 1.62 1.42 

CPAMOZ 0.16 0.19 0.16 0.16 0.10 0.09 0.13 0.17 0.15 0.44 0.49 0.51 

NFZ 0.16 0.17 0.14 0.13 0.10 0.10 0.10 0.18 0.15 0.27 0.31 0.54 

SEM 0.13 0.17 0.13 0.13 0.10 0.09 0.11 0.09 0.11 0.39 0.46 0.56 

NPSEM 0.16 0.18 0.15 0.16 0.15 0.09 0.12 0.16 0.14 0.43 0.47 0.54 

CPSEM 0.20 0.19 0.15 0.16 0.10 0.11 0.13 0.15 0.13 0.40 0.44 0.54 

 

 

 

 



ตารางที่ 13 (ต่อ) แสดงค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร ในการทาํปฏกิริิยาข้ามกับสารต่างๆของ 

โมโนโคลนอลแอนตบิอดีจากการหลอมรวมเซลล์หนูชุดที่ 3 โดยวธีิ indirect competitive ELISA 

สาร / แอนตบิอดี 

หมายเลข 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร 

3 4 6 8 17 19 21 26 28 32 37 42 

NFT 0.12 0.15 0.12 0.12 0.08 0.08 0.11 0.11 0.10 0.29 0.29 0.28 

AHD 0.15 0.17 0.11 0.09 0.10 0.08 0.10 0.15 0.15 0.29 0.27 0.35 

NPAHD 0.16 0.15 0.11 0.13 0.10 0.09 0.11 0.14 0.15 0.32 0.33 0.40 

3-Carboxy benzaldehyde 0.27 0.39 0.25 0.33 0.16 0.16 0.23 0.21 0.24 0.93 0.97 0.87 

Salbutamol 0.13 0.18 0.14 0.12 0.11 0.08 0.11 0.15 0.16 0.37 0.37 0.40 

Clenbuterol 0.17 0.16 0.15 0.13 0.10 0.09 0.11 0.14 0.18 0.30 0.37 0.45 

Chloramphenicol 0.73 0.97 0.75 0.75 0.49 0.60 0.97 0.50 0.86 1.42 1.41 1.19 

Ciprofloxacin 0.15 0.15 0.15 0.14 0.11 0.11 0.10 0.18 0.17 0.35 0.49 0.78 

Oxytetracycline – HCl 0.21 0.15 0.11 0.13 0.12 0.08 0.11 0.16 0.15 0.38 0.36 0.42 

Tetracycline - HCl 0.30 0.31 0.25 0.26 0.16 0.13 0.21 0.14 0.26 0.78 0.80 0.85 

Doxycycline hydrate 0.20 0.17 0.15 0.15 0.14 0.09 0.11 0.18 0.18 0.34 0.31 0.33 

DMF (1:50) 0.20 0.16 0.14 0.18 0.11 0.09 0.11 0.20 0.20 0.32 0.32 0.30 

PBS 0.76 0.81 0.82 0.84 0.45 0.59 1.03 0.53 0.91 1.36 1.32 1.06 

 

 

 



ตารางที่ 14 แสดงค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร ในการทาํปฏกิริิยาข้ามกับสารต่างๆของโมโน 

    โคลนอลแอนตบิอดีจากการหลอมรวมเซลล์หนูชุดที่ 5 โดยวิธี indirect competitive ELISA 

สาร / แอนตบิอดี 

หมายเลข 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร 

2 4 10 72 73 43 50 62 66 75 79 89 181 96 102 

FZD 0.21 0.18 0.23 0.19 0.19 0.18 0.16 0.14 0.15 0.16 0.16 0.17 0.16 0.74 0.70 

AOZ 2.15 2.03 1.93 1.96 1.93 1.49 1.54 1.06 0.91 1.15 1.86 1.78 1.23 2.52 2.41 

NPAOZ 1.61 1.44 0.78 0.72 0.45 0.20 0.19 0.15 0.14 0.22 0.43 0.37 0.23 0.48 0.41 

CPAOZ 0.35 0.26 0.27 0.23 0.20 0.17 0.16 0.15 0.15 0.14 0.17 0.14 0.15 0.39 0.37 

FTD 1.87 1.77 1.21 1.10 0.81 0.21 0.21 0.17 0.15 0.80 1.44 1.32 0.77 2.34 2.38 

AMOZ 2.15 2.19 2.02 1.98 1.96 1.19 1.25 0.77 0.78 2.04 2.17 2.22 2.11 2.52 2.47 

NPAMOZ 2.18 2.16 2.00 1.99 1.93 1.54 1.59 1.10 0.05 2.12 2.22 2.23 2.22 2.34 2.27 

CPAMOZ 1.79 1.77 1.25 1.04 0.76 0.21 0.21 0.17 0.15 0.78 1.47 1.33 0.81 2.20 2.22 

NFZ 1.88 1.80 1.12 1.06 0.81 0.21 0.21 0.17 0.15 0.84 1.49 1.27 0.75 2.37 2.42 

SEM 1.88 1.74 1.15 1.15 0.82 0.22 0.21 0.18 0.17 0.78 1.46 1.33 0.74 2.39 2.40 

NPSEM 1.78 1.75 1.17 1.08 0.82 0.24 0.24 0.19 0.18 0.76 1.59 1.36 0.82 2.30 2.33 

CPSEM 1.76 1.76 1.16 1.12 0.82 0.24 0.22 0.19 0.19 0.84 1.47 1.35 0.76 2.25 2.30 

 

 

 

 



ตารางที่ 14 (ต่อ) แสดงค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร ในการทาํปฏกิริิยาข้ามกับสารต่างๆของ 

โมโนโคลนอลแอนตบิอดีจากการหลอมรวมเซลล์หนูชุดที่ 5 โดยวิธี indirect competitive ELISA 

สาร / แอนตบิอดี 

หมายเลข 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร 

2 4 10 72 73 43 50 62 66 75 79 89 181 96 102 

NFT 1.75 1.67 1.54 1.06 0.82 0.19 0.18 0.16 0.16 0.80 1.51 1.28 0.77 2.33 2.22 

AHD 1.79 1.67 1.11 1.05 0.69 0.22 0.21 0.17 0.18 0.78 1.46 1.31 0.78 2.37 2.32 

NPAHD 1.78 1.75 1.14 1.10 0.78 0.21 0.18 0.15 0.16 0.83 1.54 1.40 0.80 2.34 2.33 

3-Carboxy benzaldehyde 2.01 1.97 1.72 1.68 1.54 0.37 0.39 0.25 0.22 1.76 2.08 1.91 1.78 2.49 2.44 

Salbutamol 1.73 1.65 1.12 1.04 0.76 0.23 0.23 0.18 0.18 0.81 1.42 1.35 0.84 2.33 2.29 

Clenbuterol 1.78 1.67 1.14 1.12 0.78 0.24 0.21 0.20 0.18 0.84 1.52 1.35 0.88 2.40 2.37 

Chloramphenicol 1.81 1.69 1.19 1.11 0.82 0.24 0.23 0.19 0.17 0.79 1.50 1.37 0.79 2.32 2.34 

Ciprofloxacin 2.07 2.07 2.03 1.93 1.93 1.66 1.58 1.36 1.28 2.13 2.07 2.22 2.13 2.53 2.52 

Oxytetracycline – HCl 1.85 1.74 1.14 1.11 0.77 0.24 2.19 0.19 0.18 0.81 1.51 1.43 0.83 2.39 2.40 

Tetracycline - HCl 1.92 1.94 1.47 1.45 1.10 0.27 0.28 0.21 0.19 1.49 1.82 1.79 1.42 2.29 2.24 

Doxycycline hydrate 1.58 1.54 0.92 0.78 0.56 0.19 0.19 0.16 0.15 0.65 1.32 1.13 0.52 2.21 2.15 

DMF (1:50) 

PBS 

1.86 

2.11 

1.73 

2.11 

1.16 

2.01 

1.14 

2.00 

0.86 

1.93 

0.26 

1.71 

0.24 

1.69 

0.19 

1.42 

0.16 

1.30 

0.84 

2.17 

1.52 

2.22 

1.37 

2.38 

0.77 

2.16 

2.43 

2.51 

2.39 

2.47 

 

 

 

 



ตารางที่ 14 (ต่อ) แสดงค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร ในการทาํปฏกิริิยาข้ามกับสารต่างๆของ 

โมโนโคลนอลแอนตบิอดีจากการหลอมรวมเซลล์หนูชุดที่ 5 โดยวิธี indirect competitive ELISA 

สาร / แอนตบิอดี 

หมายเลข 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร 

109 112 117 123 217 140 152 194 163 164 165 172 177 207 

FZD 0.54 0.97 0.20 0.19 0.19 0.21 0.16 0.16 0.42 0.42 0.34 0.18 0.16 0.18 

AOZ 2.43 2.50 1.67 1.65 1.06 0.51 0.56 0.63 1.15 1.22 1.09 1.47 1.03 1.50 

NPAOZ 0.33 0.56 0.17 0.19 0.17 0.43 0.38 0.42 0.43 0.54 0.45 0.20 0.14 0.20 

CPAOZ 0.26 0.45 0.17 0.17 0.17 0.19 0.16 0.16 0.33 0.40 0.37 0.16 0.14 0.19 

FTD 2.21 2.35 0.22 0.20 0.18 0.59 0.58 0.59 0.43 0.55 0.51 0.19 0.14 0.20 

AMOZ 2.42 2.49 1.23 1.25 0.93 1.63 1.49 1.46 1.26 1.25 1.18 0.71 0.41 0.70 

NPAMOZ 2.21 2.36 1.62 1.69 1.42 0.87 0.85 0.88 1.19 1.35 1.21 1.48 1.27 1.41 

CPAMOZ 2.14 2.32 0.22 0.22 0.20 0.54 0.58 0.63 0.47 0.50 0.42 0.20 0.16 0.20 

NFZ 2.26 2.36 0.25 0.24 0.21 0.49 0.56 0.60 0.42 0.54 0.47 0.19 0.15 0.18 

SEM 2.31 2.38 0.19 0.21 0.19 0.48 0.58 0.64 0.46 0.56 0.44 0.16 0.14 0.18 

NPSEM 2.33 2.36 0.23 0.22 0.19 0.43 0.59 0.63 0.44 0.53 0.43 0.19 0.15 0.21 

CPSEM 2.14 2.34 0.18 0.21 0.16 0.34 0.49 0.53 0.43 0.49 0.43 0.19 0.14 0.19 

 

 

 

 



ตารางที่ 14 (ต่อ) แสดงค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร ในการทาํปฏกิริิยาข้ามกับสารต่างๆของ 

โมโนโคลนอลแอนตบิอดีจากการหลอมรวมเซลล์หนูชุดที่ 5 โดยวิธี indirect competitive ELISA 

สาร / แอนตบิอดี 

หมายเลข 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร 

109 112 117 123 217 140 152 194 163 164 165 172 177 207 

NFT 2.14 2.39 0.14 0.15 0.12 0.40 0.52 0.57 0.46 0.54 0.42 0.18 0.13 0.19 

AHD 2.30 2.48 0.16 0.18 0.15 0.38 0.49 0.56 0.44 0.51 0.41 0.18 0.13 0.19 

NPAHD 2.21 2.41 0.15 0.19 0.19 0.43 0.52 0.61 0.49 0.54 0.43 0.20 0.13 0.17 

3-Carboxy benzaldehyde 2.44 2.57 0.27 0.31 0.26 0.97 1.07 1.11 1.09 1.15 1.07 0.36 0.18 0.29 

Salbutamol 2.29 2.43 0.19 0.19 0.16 0.49 0.55 0.56 0.47 0.51 0.42 0.18 0.13 0.18 

Clenbuterol 2.35 2.45 0.21 0.19 0.20 0.47 0.54 0.59 0.49 0.55 0.44 0.20 0.13 0.19 

Chloramphenicol 2.38 2.41 0.20 0.19 0.18 0.42 0.54 0.59 0.46 0.54 0.41 0.20 0.13 0.19 

Ciprofloxacin 2.44 2.56 1.48 1.55 1.21 1.39 1.50 1.54 1.29 1.40 1.26 1.51 1.13 1.38 

Oxytetracycline – HCl 2.37 2.48 0.20 0.25 0.19 0.42 0.56 0.59 0.56 0.58 0.48 0.19 0.13 0.18 

Tetracycline - HCl 2.19 2.20 0.29 0.28 0.19 0.83 1.03 1.09 1.24 1.31 1.26 0.34 0.21 0.33 

Doxycycline hydrate 2.10 2.15 0.21 0.19 0.16 0.39 0.49 0.55 0.58 0.61 0.53 0.20 0.16 0.22 

DMF (1:50) 2.34 2.46 0.18 0.24 0.21 0.46 0.60 0.62 0.46 0.50 0.45 0.21 0.16 0.20 

PBS 2.40 2.43 1.71 1.54 1.41 1.45 1.51 1.53 1.34 1.45 1.36 1.70 1.41 1.47 

 

 

 



3.4.2 การตรวจสอบไอโซไทป์ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

  จากการคัดเลือกโคลนท่ีมีความสามารถจับได้เฉพาะกับ FZD ,NPAOZ และ CPAOZ ในรูปอิสระ ได้แก่ 

โคลน 8/12D หมายเลข 75 ,79 ,89 และ 181 โคลน 6/6E หมายเลข 96 ,102 ,109 และ 112 มาทดสอบชนิดของแอนติบอดีท่ี

ได้โดยชุดตรวจหาไอโซไทป์ ได้ผลดงัแสดงในตารางท่ี 15 พบว่า แอนติบอดีจากหลุม 8/12D หมายเลข 75 ,79 ,89 และ 181 

เป็นแอนติบอดีฃนิด IgG1 และแอนติบอดีจากหลมุ 6/6F หมายเลข 96 ,102 ,109 และ 112 เป็นแอนติบอดีชนิด IgG2b  

ตารางที่ 15 แสดงค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร จากการตรวจหาไอโซไทป์ของโมโนโคลนอล 

     แอนตบิอดี  

โมโนโคลนอล

แอนตบิอด ี

หมายเลข 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร 

 

IgG1 

 

IgG2a 

 

IgG2b 

 

IgG3 

 

IgA 

 

IgM 

75 3.95 0.38 0.10 0.11 0.11 1.09 

79 3.96 0.48 0.10 0.11 0.11 1.24 

89 3.98 1.64 0.29 0.24 0.27 2.55 

181 3.78 0.39 0.11 0.11 0.11 1.06 

96 0.13 0.29 3.05 0.22 0.12 0.38 

102 0.12 0.26 3.16 0.21 0.11 0.34 

109 0.13 0.26 3.04 0.21 0.11 0.34 

112 0.13 0.32 3.13 0.22 0.11 0.43 

   

 

 



3.4.3 การหาความเข้มข้นของแอนติบอดีท่ีเหมาะสม โดยวิธี indirect ELISA  

  เน่ืองจากเซลล์ไฮบริโดมาแตล่ะโคลนมีความสามารถในการผลิตแอนติบอดีท่ีแตกตา่งกนั และประสิทธิภาพ

ของแอนติบอดีในการจบักบัแอนติเจนยงัอาจแตกต่างกนัด้วย ดงันัน้จึงต้องทําการทดสอบหาความเข้มข้นของแอนติบอดีแตล่ะ

ตวัท่ีเหมาะสมในการทํา ELISA เพ่ือทดสอบความไวในการทําปฏิกิริยาของแต่ละโคลน ดงันัน้จึงทําการเจือจางแอนติบอดีใน

อาหารเลีย้งเซลล์แต่ละโคลน โดยเจือจางท่ี 5 ,10 ,20 ,40 ,80 ,160 ,320 ,640 และ 1280 เท่า ตามลําดับ เปรียบเทียบกับ

อาหารท่ีไม่เจือจาง ซึง่จะมีค่าการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร จากการทําปฏิกิริยา indirect ELISA ประมาณ 

2.0 จึงทําการเลือกความเข้มข้นแอนติบอดีท่ีเจือจางแล้วได้ค่าการดูดกลืนแสงประมาณ 1.5 – 1.7 (หาค่าความเข้มข้นของ

แอนติบอดีท่ีน้อยท่ีสุดท่ีได้ค่าการดูดกลืนแสงใกล้เคียงค่าสูงสุด) จากผลการทดสอบ แอนติบอดีหมายเลข 75 และ 181 

เลือกใช้ความเข้มข้นของแอนติบอดีท่ีเจือจาง 40 เท่า แอนติบอดีหมายเลข 79 ,89 ,96 ,102 ,109 และ 112 เลือกเจือจาง 80 

เทา่ ดงัแสดงในตารางท่ี 16 

ตารางที่ 16 แสดงค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร ของการหาความเข้มข้นของแอนตบิอดีที่ 

     เหมาะสม โดยวธีิ indirect ELISA  

 

แอนตบิอดี 

หมายเลข 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร 

การเจือจางแอนตบิอดีในอาหารเลีย้งเซลล์ (เท่า) 

ไม่เจือจาง 5 10 20 40 80 160 320 640 1,280 

75 2.07 2.00 1.93 1.74 1.63 1.33 1.05 0.72 0.50 0.40 

79 2.00 1.98 1.99 1.91 1.88 1.72 1.58 1.28 1.08 0.78 

89 1.94 1.98 1.95 1.98 1.81 1.68 1.46 1.20 0.92 0.65 

181 1.92 1.82 1.80 1.69 1.51 1.31 1.01 0.71 0.50 0.36 

96 2.19 2.17 2.09 2.06 1.92 1.64 1.43 1.23 1.01 0.82 

102 2.21 2.10 2.05 1.94 1.84 1.68 1.56 1.42 1.18 0.94 

109 2.25 2.10 2.02 1.90 1.78 1.60 1.42 1.21 0.98 0.73 

112 2.38 2.19 2.01 2.01 1.90 1.74 1.55 1.39 1.19 0.98 



3.4.4 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดี ด้วยวิธี indirect competitive ELISA  

  เน่ืองจากการทดสอบการทําปฏิกิริยาข้ามของโมโนโคลนอลแอนติบอดี หมายเลข 75 ,79 ,89 ,181 ,96 

,102 ,109 และ 112 โดยวิธี indirect competitive ELISA พบว่า แอนติบอดีเหล่านีส้ามารถจับกับ FZD ,NPAOZ และ 

CPAOZ ในรูปอิสระท่ีความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรได้ จึงทําการทดสอบความไวในการจับสารทัง้ 3 ตัว โดยแปร

ความเข้มข้นเป็น 10,000 ,1,000 ,100 ,10 ,1 ,0.01 ,0.001 และ 0 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลําดับ ทําปฏิกิริยากับโมโน

โคลนอลแอนติบอดี หมายเลข 75 และ 181 เจือจาง 40 เท่า หมายเลข 79 ,89 ,96 ,102 ,104 และ 112 เจือจาง 80 เท่า โดยวิธี 

indirect competitive ELISA ได้ผลดงักราฟรูปท่ี 2 ,3 และ 4 พบว่า โคลนท่ีได้จากหลมุต้น 8/12D หมายเลข 75 ,79 ,89 และ 

181 สามารถจบักบัสาร FZD ,NPAOZ และ CPAOZ ได้ดีกว่า โคลนท่ีได้จากหลมุต้น 6/6E หมายเลข 96 ,102 ,104 และ 112 

จากกราฟท่ีได้นําไปคํานวณหาค่า IC50 ได้ผลดงัแสดงในตารางท่ี 17 พบว่า โคลนท่ีได้จากหลมุต้น 8/12D สามารถจบัได้ดีกบั 

FZD ,CPAOZ และ NPAOZ ตามลําดับ ส่วนโมโนโคลนอลแอนติบอดีของโคลนท่ีได้จากหลุมต้น 6/6E จับได้ดีกับ CPAOZ 

,NPAOZ และ FZD ตามลําดับ โคลนท่ีได้จากหลมุต้น 8/12D สามารถจบักับ NPAOZ ได้ดีกว่า โคลนท่ีได้จากหลมุต้น 6/6E 

โดยโคลนท่ีได้จากหลมุต้น 8/12D หมายเลข 75 ,79 ,89 และ 181 มีค่า IC50 เท่ากบั 5.17 ,4.67 ,6.38 และ 3.87 นาโนกรัมต่อ

มิลลิลิตร ตามลําดับ ส่วนโคลนท่ีได้จากหลุมต้น 6/6E หมายเลข 96 ,102 ,104 และ 112 มีค่า IC50 เท่ากับ 10.49 ,10.27 

,11.46 และ 11.83 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลําดับ จากนัน้ทําการหาเปอร์เซนต์การเกิดปฏิกิริยาข้ามของโมโนโคลนอล

แอนติบอดีกบัสาร FZD และ CPAOZ โดยนําคา่ IC50 ท่ีได้มาคํานวณหาเปอร์เซนต์การเกิดปฏิกิริยาข้ามจากสตูร 

เปอร์เซนต์การเกิดปฏิกิริยาข้าม = (IC50 ของสาร NPAOZ / IC50 ของสารท่ีเกิดปฏิกิริยาข้าม) x 100 

พบวา่ โคลนจากเซลล์หลมุต้น 8/12D หมายเลข 75 ,79 ,89 และ 181 มีเปอร์เซนต์การเกิดปฏิกิริยาข้ามกบัสาร FZD 

และ CPAOZ สงูกว่า โคลนที่ได้จากเซลล์หลมุต้น 6/6E หมายเลข 96 ,102 ,104 และ 112 และโคลนจากเซลล์หลมุต้น 8/12D 

มีความไวในการจับกับสาร NPAOZ ,CPAOZ และ FZD สูงกว่า โคลนจากเซลล์หลุมต้น 6/6E จึงทําการคัดเลือกโคลน

หมายเลข 181 จากเซลล์หลุมต้น 8/12D และ 102 จากเซลล์หลุมต้น 6/6E ซึ่งมีคุณสมบัติแตกต่างกัน คือ มี isotype และ

ความไวแตกต่างกนั เพ่ือทําการเพิ่มจํานวนเซลล์ และเก็บอาหารเลีย้งเซลล์เพ่ือทําแอนติบอดีให้บริสทุธ์ิตอ่ไป  



 

 

รูปที่ 2 กราฟแสดงการทดสอบโมโนโคลนอลแอนตบิอดีกบัสาร FZD โดยวธีิ indirect competitive ELISA 

 

 

 

รูปที่ 3 กราฟแสดงการทดสอบโมโนโคลนอลแอนตบิอดีกบัสาร NPAOZ โดยวธีิ indirect competitive ELISA 

 

 



 

 

รูปที่ 4 กราฟแสดงการทดสอบโมโนโคลนอลแอนตบิอดีกบัสาร CPAOZ โดยวธีิ indirect competitive ELISA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ตารางที่ 17 แสดงค่า IC50 และเปอร์เซนต์การเกดิปฏกิริิยาข้ามของโมโนโคลนอลแอนตบิอดี ทดสอบโดยวิธี indirect  

    competitive ELISA 

 

โมโนโคลนอล

แอนตบิอด ี

หมายเลข 

สาร 

NPAOZ FZD CPAOZ 

IC50 

(นาโนกรัมต่อมลิลิลิตร) 

IC50 

(นาโนกรัมต่อมลิลิลิตร) 

เปอร์เซนต์ 

การเกดิปฏิกริิยาข้าม 

IC50 

(นาโนกรัมต่อมลิลิลิตร) 

เปอร์เซนต์ 

การเกดิปฏิกริิยาข้าม 

75 5.17 0.03 1.7 x 104 0.22 2.4 x 103 

79 4.67 0.10 4.6 x 103 0.31 1.5 x 103 

89 6.38 0.06 1.1 x 104 0.27 2.3 x 103 

181 3.87 0.03 1.3 x 104 0.11 3.5 x 104 

96 10.49 40.68 25.8 3.36 3.1 x 102 

102 10.27 45.12 22.8 2.97 3.5 x 102 

104 11.46 28.69 39.9 3.25 3.5 x 102 

112 11.83 41.29 28.7 4.34 2.7 x 102 

 

 

 

 

 

 



4. สรุปและอภปิรายผลการทดลอง (Discussion) 

 จากการฉีดกระตุ้นหนูทดลองด้วยแอนติเจนในรูป AOZ-BSA กับ CPAOZ-cBSA พบว่า ซีรัมหนูท่ีได้รับการกระตุ้น

ด้วย AOZ-BSA เม่ือทําการทดสอบแอนติบอดี โดยวิธี indirect ELISA แอนติบอดีท่ีได้จะจบักบัแอนติเจนท่ีใช้เคลือบหลมุ คือ 

CPAOZ-cBSA ,AOZ-BSA แต่จะไม่จบักับ CPAOZ-OVA และ AOZ-OVA และเซลล์ไฮบริโดมาท่ีได้จากการหลอมรวมเซลล์

ระหว่างเซลล์จากม้ามกบัมยัอิโลมาเซลล์ จะผลิตแอนติบอดีท่ีไม่ทําปฏิกิริยากบัสาร FZD ,AOZ ,CPAOZ และ NPAOZ ในรูป

อิสระ สําหรับหนูท่ีได้รับการกระตุ้นภมูิคุ้มกนัด้วย CPAOZ-cBSA แอนติบอดีสามารถจบักบัแอนติเจนท่ีใช้เคลือบหลมุได้ คือ 

CPAOZ-cBSA ,AOZ-BSA ,CPAOZ-OVA และ AOZ-OVA หลงัการหลอมรวมเซลล์จะได้เซลล์ไฮบริโดมาท่ีผลิตแอนติบอดีท่ี

สามารถจับได้กับ FZD ,CPAOZ และ NPAOZ ในรูปอิสระได้ โดยทดสอบด้วยวิธี indirect competitive ELISA และเคลือบ

หลุมด้วยแอนติเจน AOZ-OVA แต่ถ้าเคลือบหลุมด้วย CPAOZ-OVA แอนติบอดีท่ีได้ก็ไม่สามารถจับกับสาร FZD ,CPAOZ 

และ NPAOZ ในรูปอสิระได้ หลงัจากทําการคดัเลือกโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีได้ โดยทดสอบการทําปฏิกิริยาข้าม พบวา่ โมโน

โคลนอลแอนติบอดีสว่นใหญ่ท่ีได้ทําปฏิกิริยากบัสารท่ีใช้ทดสอบเกือบทัง้หมด รวมทัง้สารละลาย DMF ซึง่เป็นตวัทําละลายสาร

ท่ีใช้ทดสอบ จึงทําการคัดเลือกโคลนท่ีผลิตแอนติบอดีท่ีไม่ทําปฏิกิริยากับสารละลาย DMF ได้แก่ โคลนจากเซลล์หลุมต้น 

8/12D หมายเลข 75 ,79 ,89 และ 181 โคลนจากเซลล์หลุมต้น 6/6E หมายเลข 96 ,102 ,109 และ 112 ทัง้หมด จํานวน 8 

โคลน เม่ือทดสอบคณุสมบตัิของแอนติบอดี โมโนโคลนอลแอนติบอดีจากเซลล์หลมุต้น 8/12D มีไอโซไทป์เป็น IgG1 และจาก

เซลล์หลมุต้น 6/6E มีไอโซไทป์เป็น IgG2b โมโนโคลนอลแอนติบอดีทัง้ 8 ตวั สามารถจบักบั FZD ,CPAOZ ,และ NPAOZ ในรูป

อิสระได้ โดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากเซลล์หลมุต้น 8/12D มีความไวในการจบักบัสาร FZD ,CPAOZ และ FZD ได้ดีกว่า 

โคลนจากเซลล์หลมุต้น 6/6E ทําการเลือกโคลนท่ีมีความไวสงูสดุในแต่ละเซลล์หลมุต้นอย่างละ 1 โคลน ได้แก่ โคลนหมายเลข 

181 จากเซลล์หลมุต้น 8/12D และโคลนหมายเลข 102 จากเซลล์หลมุต้น 6/6E ซึง่มีความไวในการจบักบั NPAOZ สงูสดุ คือมี

ค่า IC50 เท่ากบั 3.87 และ 10.27 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลําดบั จากนัน้จะทําการเลีย้งเซลล์ไฮบริโดมาทัง้ 2 โคลนนี ้เพ่ือ

ผลิตแอนติบอดีในปริมาณมาก และเก็บแช่แข็งเซลล์ในไนโตรเจนเหลว และทําการแยกแอนติบอดีให้บริสทุธ์ิ โดยวิธี affinity 

chromatography เพื่อใช้งานและทดสอบประสิทธิภาพของแอนติบอดีท่ีได้ตอ่ไป 
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ภาคผนวก (Appendix) 

โคลนที่สามารถจับกบั NPAOZ ในรูปอิสระ จากหนูชุดที่ 5 

No. Clone No. Clone No. Clone 

1 6/12E/12A/12H/4D 30 2/9A/4A/7F/10D 59 2/9A/6E/12A/2F 

2 6/12E/12A/12H/5E 31 2/9A/4A/8E/11D 60 2/9A/6E/12E/3G 

3 6/12E/7B/3A/8D 32 2/9A/4A/8E/12C 61 2/9A/6E/12E/4G 

4 6/12E/7B/3A/9D 33 2/9A/2G/1E/1G 62 2/9A/2G1/3A/5G1 

5 6/1D/3H/2G/1E 34 2/9A/2G/1E/2G 63 2/9A/2G1/3A/6H 

6 6/1D/3H/2G/2C 35 2/9A/2G/1E/3F 64 2/9A/9C/6H/7H 

7 6/1D/3H/3F/4B 36 2/9A/2G/1F/4F 65 2/9A/9C/6H/8G 

8 6/1D/3H/9F/6G 37 2/9A/2G/1F/5E 66 2/9A/11A/9A1/9H1 

9 6/1D/3H/12B/8D 38 2/9A/2G/1F/6F 67 2/9A/11A/9A1/10F 

10 6/1D/3H/12B/9E1 39 2/9A/4A/5E/7F 68 2/9A/11B/10H1/11H 

11 6/1D/3H/12G/11D 40 2/9A/4A/5E/8F 69 2/9A/11B/10H1/12G 

12 6/1D/3H/12G/12E 41 2/9A/4A/5E/9E 70 6/1D/1H/6F/5G 

13 6/1D/11A/12A/1H 42 2/9A/4A/5G/10F 71 6/1D/2A/8F/7F 

14 6/1D/11A/12D/4E 43 2/9A/4A/5G/11G1 72 6/1D/2A/8F/8H 

15 6/1D/11A/12D/5F1 44 2/9A/4A/5G/11H1 73 6/1D/2H/11A/10D1 

16 6/1D/11A/12D/6E 45 2/9A/4A/5G/12F 74 - 

17 6/1D/5G/5A/3F 46 2/9A/5D/9H/1G 75 8/12D/2F/2G1/2F1 

18 6/1D/5G/1D/2E 47 2/9A/5D/10A/2F 76 8/12D/3H/3G1/3F 

19 6/1D/5G/1G/8E1 48 2/9A/5D/10C/3F 77 8/12D/3H/3G1/4E 

20 6/1D/5G/1G/9E1 49 2/9A/5D/10F/4F 78 8/12D/3H/4G1/6G 

21 2/9A/2G/2H/1F 50 2/9A/5D/10H/5F 79 8/12D/4A/6G1/7H 

22 2/9A/2G/2H/2E 51 2/9A/5D/10H/6F 80 8/12D/4A/6G1/8H 

23 2/9A/2G/3C/3E 52 2/9A/5D/11C/7G 81 8/12D/5F/7G/9H 

24 2/9A/2G/3C/4D 53 2/9A/5D/11C/8F 82 8/12D/5F/7G/10H 

25 2/9A/2G/4A/5E 54 2/9A/5D/12A/9H 83 8/12D/5F/8F/11H 

26 2/9A/2G/4A/6F 55 2/9A/5D/12A/10H 84 8/12D/5F/8F/12H 

27 2/9A/4A/6H/7E 56 2/9A/5D/12D/11H 85 8/12D/5F/9F/1G 

28 2/9A/4A/6H/8D 57 2/9A/5D/12D/12G 86 8/12D/5F/9F/3G 

29 2/9A/4A/7F/9E 58 2/9A/6E/12A/1G 87 8/12D/6D/10H/4G 



ภาคผนวก (ต่อ) 

โคลนที่สามารถจับกบั NPAOZ ในรูปอิสระ จากหนูชุดที่ 5 

No. Clone No. Clone No. Clone 

88 8/12D/6D/10H/5G 117 4/11H/7C/1F/3H1 146 7/10F/1D/12F1/10H 

89 8/12D/6D/11G/7F1 118 4/11H/7C/1F/4G 147 7/10F/1D/12F1/11H 

90 8/12D/6D/11G/9F1 119 4/11H/7E/6G/5F 148 7/10F/1D/12F1/12H 

91 8/12D/6D/12G/11H 120 4/11H/7E/6G/6H 149 7/10F/1C/1F/1F1 

92 8/12D/6D/12G/12H 121 4/11H/7E/6G/7G 150 7/10F/1C/1F/2G 

93 6/6E/8B/3H1/1G 122 4/11H/7E/6G/8G 151 7/10F/1C/1F/3H 

94 6/6E/8B/3H1/2F 123 4/11H/8F/7E/9G1 152 7/10F/1C/1G1/4H 

95 6/6E/8F/4F1/3H 124 4/11H/8F/7E/10H1 153 7/10F/1C/1G1/5H 

96 6/6E/8F/4F1/4G1 125 4/11H/8F/7E/11G 154 7/10F/1C/1G1/6H 

97 6/6E/8F/6G1/5H 126 4/11H/8F/7E/12H 155 7/10F/1C/2F1/7H 

98 6/6E/8F/6G1/6H 127 4/11H/8F/8E/1F 156 7/10F/1C/2F1/8G 

99 6/6E/9D/9H2/8H 128 4/11H/8F/8E/2G1 157 7/10F/1C/2F1/9H1 

100 6/6E/9D/9H2/9H 129 4/11H/8F/8E/4G1 158 - 

101 6/6E/10C/10F1/10H 130 4/11H/8F/9F/6H 159 7/10F/1C/4F1/11E 

102 6/6E/10C/10F1/11G1 131 4/11H/8F/9F/7H 160 7/10F/1C/4F1/12H1 

103 6/6E/10G/1F/1F 132 4/11H/8F/9F/8H 161 4/10G/7E/5F/6D1 

104 6/6E/10G/1F/2H1 133 4/11H/12H/12E/9F 162 4/10G/7E/5F/7D1 

105 6/6E/10H1/6G1/3H 134 4/11H/12H/12E/10E 163 4/10G/7E/5F/7G1 

106 6/6E/10H1/6G1/4H 135 4/11H/12H/12E/11F 164 4/10G/7E/5F/8E1 

107 6/6E/11B/8G1/5H 136 4/11H/12H/12E/12G1 165 4/10G/7E/5F/8H1 

108 6/6E/11B/8G1/6F 137 4/11H/8F/9F/5H 166 4/10G/7E/6G/10F 

109 6/6E/11B/9G1/7H 138 7/10F/1C/6F1/1G 167 2/11E/7G/1G/2B 

110 6/6E/11B/9G1/8G 139 7/10F/1C/6F1/2H 168 2/11E/7G/1G/2G 

111 6/6E/11E/11F/9H 140 7/10F/1C/6F1/3H1 169 2/11E/7G/1G/4A 

112 6/6E/11E/11F/10H1 141 7/10F/1D/10E/4G 170 2/11E/7G/1G/4H 

113 6/6E/8B/3G1/11H 142 7/10F/1D/10E/6G 171 2/11E/7G/2G1/6E 

114 6/6E/8B/3G1/12H 143 7/10F/1D/11E/7G 172 2/11E/7G/2G1/7D1 

115 4/11H/7C/1F/1H 144 7/10F/1D/11E/8F 173 2/11E/7G/2G1/7E1 

116 4/11H/7C/1F/2G1 145 7/10F/1D/11E/9G 174 2/11E/7G/2G1/8E1 



ภาคผนวก (ต่อ) 

โคลนที่สามารถจับกบั NPAOZ ในรูปอิสระ จากหนูชุดที่ 5 

No. Clone No. Clone No. Clone 

175 2/11E/7G/3F/10F 191 7/10F/4D/1E/1H 208 2/11E/11F/11D/10H 

176 2/11E/7G/3F/10H 192 7/10F/4D/2E/2G 209 2/11E/11F/12F/11G 

177 2/11E/7G/3F/11B 193 7/10F/4F/3E/3H 210 2/11E/11F/12F/12H 

178 2/11E/7G/3F/12D 194 7/10F/4F/4G1/4E 211 4/11H/8C/1F/1H 

179 8/12D/2H/1F/1F 195 7/10F/4C/5D/5F 212 4/11H/8D/2H/2F 

180 8/12D/2H/1F/3C 196 7/10F/4C/6C/6C1 213 4/11H/8E/3F1/3E 

181 8/12D/2H/1F/4C 197 7/10F/5B/7D/7G 214 4/11H/9F/10E/4D 

182 8/12D/2H/1F/4H 198 7/10F/5B/7G/8F 215 4/11H/9G/5F/5F 

183 - 199 7/10F/5D/9F1/9G 216 4/11H/10F/6G1/6F 

184 8/12D/5A/6G/6B 200 7/10F/5D/10G1/10H 217 4/11H/10G/7F1/7F1 

185 8/12D/5A/6G/6C 201 7/10F/6A/11C/11D 218 4/11H/10G/8F/8C 

186 8/12D/5A/6G/6H 202 7/10F/6C/12D1/12H 219 4/11H/10G/10G/10F 

187 8/12D/5A/6G/8H 203 2/11E/9G/1F/1E 220 4/11H/10G/11F/11E 

188 8/12D/5B/9G/9D 204 2/11E/9G/2F/2G 221 4/11H/10G/12F/12G 

189 8/12D/5B/9G/10B 205 2/11E/9G/3E/3H     

190 - 206 2/11E/11C/9F/8G     
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     2.6 สาขาวชิาการที่มีความชํานาญพเิศษ 

การเพาะเลีย้งเซลล์มะเร็ง  

การเตรียมและผลติโมโนโคลนอลแอนติบอดี  

การทดสอบฤทธ์ิของสารสมนุไพรในการยงัยัง้เซลล์มะเร็ง 
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     3.6 สาขาวชิาการที่มีความชํานาญพเิศษ 

เทคโนโลยีชีวภาพ การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี การเตรียมชุดตรวจ ELISA และการทดสอบประสิทธิภาพชุด

ตรวจ 

     3.7 ประสบการณ์ที่เกี่ยวข้องกับการบริหารงานวจิัยทัง้ภายในและภายนอกประเทศ   

               3.7.1  ผู้ อํานวยการแผนงานวจิยั : ไม่มี 

               3.7.2  หวัหน้าโครงการวิจยั : การผลิตกรดมะนาวโดยยีสต์ตรึงควบคูก่บัการแยกผลิตภณัฑ์ด้วยเรซินแลกเปลี่ยนไออน 
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การสกดัและทําให้บริสทุธ์ิของเจละตินจากเศษหนงัสตัว์ใหญ่ท่ียงัไม่ผ่านการฟอกโดยใช้อลัคาไลน์โปรตีเอส (ได้รับทนุอดุหนนุ
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       4.6 สาขาวชิาที่มีความชํานาญ (แตกต่างจากวุฒกิารศึกษา) ระบุสาขาวชิาการ 

 Immunology: Monoclonal Antibody Production, Protein Purification 
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4.7.4  งานวิจยัท่ีกําลงัทํา 

1. การพฒันาชดุตรวจสอบแรกโตปามีนด้วยวธีิ Enzyme-linked Immunosorbent Assay   (ELISA)  แหลง่ 

          ทนุ มหาวทิยาลยัวจิยัแหง่ชาติ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั  ปี 2555 การวิจยัลลุว่งไปแล้วประมาณร้อยละ 70   

 2.การพฒันาชดุตรวจสอบเตตราไซคลิน โดยวิธีเอนไซม์ลงิค์อมิมโูนซอร์เบนท์เอสเสย์  (ELISA)  แหลง่ทนุ      

          งบประมาณแผน่ดิน ปี 2555 การวิจยัลลุว่งไปแล้วประมาณร้อยละ 50  
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     5.6 สาขาวชิาการที่มีความชํานาญพเิศษ 

เทคโนโลยีชีวภาพ การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี การเตรียมชุดตรวจ ELISA และการทดสอบประสิทธิภาพชุด

ตรวจ 

     5.7 ประสบการณ์ที่เกี่ยวข้องกับการบริหารงานวจิัยทัง้ภายในและภายนอกประเทศ   

               5.7.1  ผู้ อํานวยการแผนงานวจิยั : ไม่มี 

               5.7.2  หวัหน้าโครงการวิจยั : ไม่มี 

               5.7.3 งานวิจยัท่ีทําเสร็จแล้ว (ระบแุหลง่พิมพ์และปีท่ีพิมพ์) 

   1. Puthong, S., Rojpibulstit, P. and Buakeaw, A. (2009) Cytotoxic Effect of Hep88 mAb: A Novel 

Monoclonal Antibody Against Hepatocellular Carcinoma. Thammasat Int. J. Sc. Tech. 14(1): 95 – 104. 

   2. Somwong, P., Suttisri, R., and Buakeaw, A. (2011). A new 1,3-diketofriedelane triterpene from Salacia 

verrucosa. Fitoterapia. 82 : 1047 -1051. 

               5.7.4 งานวิจยัท่ีกําลงัทํา  

 1. การพฒันาชดุตรวจด้วยวิธีเอนไซม์ลิงค์อิมมโูนซอร์เบนท์เอสเสย์ของอนพุนัธ์ของสารไนโตรฟแูรน 

 2. การพฒันาชุดตรวจด้วยวิธีเอนไซม์ลิงค์อิมมโูนซอร์เบนท์เอสเสย์ของอนพุนัธ์ของสารไนโตรฟูแรน: อะมิ

โนไฮแดนโทอิน 



 3. การพฒันาแถบทดสอบสําเร็จรูปสําหรับการตรวจสารกลุม่ฟลอูอโรคิวโนโลนในผลิตภณัฑ์อาหาร 

                            4. การพฒันาชดุตรวจวิเคราะห์โพรเจสเทอโรนในนํา้นมโคด้วยวิธีเอนไซม์ลงิค์อมิมิวโนซอร์เบนต์แอสเสย์ 
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