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บทคัดย่อภาษาไทย 
 ปณิชา พวงมาลยั : การตรวจหาคลอร์เททระไซคลินตกค้างในตัวอย่างอาหารโดยวิธีอิมมูโน

แอสเสย์ แบบแลเตอรอลโฟลว.์ ( DETECTION OF CHLORTETRACYCLINE RESIDUES IN 
FOOD SAMPLES BY LATERAL FLOW IMMUNOASSAY) อ.ที่ปรึกษาหลกั : ผศ. ดร.นันทิ
กา คงเจริญพร 

  
ในอุตสาหกรรมการเลี้ยงสัตว์มีการใช้ยาปฏิชีวนะคลอร์เททระไซคลิน  (CTC) เพื่อรักษาโรค 

ป้องกันโรคและเร่งการเติบโต โดยการใช้ยาชนิดนี้อาจมีการตกค้างในผลิตภัณฑ์จากสัตว์ได้ซึ่งส่งผลต่อ
ความปลอดภัยของผู้บริโภค ดังนั้นท าให้นานาประเทศได้มีการก าหนดระดับยาปฏิชีวนะกลุ่มเททระ
ไซคลิน (TCs) ที่สามารถตรวจพบได้ในอาหาร (MRL) ปัจุบันนี้วิธีอิมมูโนโครมาโทกราฟฟิกแอสเสย์ (ICA) 
หรือแถบทดสอบ เป็นวิธีที่สามารถทดสอบได้รวดเร็ว สามารถประเมินผลได้ด้วยตาเปล่าและสามารถ
น าไปตรวจในภาคสนามได้ ดังนั้นจุดประสงค์ของงานวิจัยนี้คือการพัฒนาแถบทดสอบส าหรับตรวจหา
คลอร์เททระไซคลินตกค้างในตัวอย่างอาหารจากโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตขึ้นเอง โดยท าการฉีด
กระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันหนูสายพันธ์ ICR ด้วย CTC-BSA โดยหนูทุกตัวมีระดับการสร้างแอนติบอดีในช่วง 
1:128,000 - 1:256,000 จากนั้นท าการหลอมรวมเซลล์ม้ามของหนูและเซลล์มัยอีโลมา P3X พบว่าได้
เซลล์ที่สร้างแอนติบอดีต่อ CTC อิสระที่เสถียรจ านวน 1 โคลน และศึกษาลักษณะสมบัติของโมโน
โคลนอลแอนติบอดีพบว่าเป็นไอโซไทป์ IgG1 มี ค่า LOD เท่ากับ 0.1 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร และค่า IC50 
เท่ากับ 0.33 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร และเกิดปฏิกิริยาข้ามกับสารในกลุ่มและนอกกลุ่มเททระไซคลินน้อยก
ว่า 0.033% และไม่เกิดปฏิกิริยาข้ามกับสารในกลุ่มและสารนอกกลุ่ม TCs จากนั้นจึงน าโมโนโคลนอล
แอนติบอดีที่ ได้ ไปตรวจหา  CTC ด้วยวิธี ELISA และ ICA เมื่อทดสอบในน้ านมโดยวิธี  ELISA มี 
%Recovery อยู่ในช่วง 100-105.5 % และ %CV อยู่ในช่วง 3.3-9 % ในน้ าผึ้งมี %Recovery อยู่ในช่วง 
99-104 % และ %CV อยู่ในช่วง 1.8-10.1 % จากนั้นทดสอบโดยวิธี ICA พบว่าในน้ านม มีค่า cutoff 
เท่ากับ 40 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร และ VLOD เท่ากับ 20 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ในน้ าผึ้งมีค่า cutoff 
เท่ากับ 40 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร และ VLOD เท่ากับ 20 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ดังนั้นจากผลการทดลอง
ชี้ให้เห็นว่าแถบทดสอบ CTC ที่พัฒนาขึ้นสามารถใช้ตรวจหา CTC ตกค้างในอาหารได้ 

 

สาขาวิชา เทคโนโลยีชีวภาพ ลายมือชื่อนิสิต ................................................ 
ปีการศึกษา 2561 ลายมือชื่อ อ.ทีป่รึกษาหลัก .............................. 
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บทคัดย่อภาษาอังกฤษ 
# # 5872157923 : MAJOR BIOTECHNOLOGY 
KEYWORD: CHLORTETRACYCLINE / ELISA / IMMUNOCHROMATOGRAPHIC ASSAY 
 Panicha Poungmalai : DETECTION OF CHLORTETRACYCLINE RESIDUES IN FOOD 

SAMPLES BY LATERAL FLOW IMMUNOASSAY. Advisor: Asst. Prof. Nanthika 
Khongchareonporn, Ph.D. 

  
In animal husbandry, chlortetracycline (CTC) is widely used for controlling 

animal diseases, keeping animals healthy and promoting animal growth. Drug usage can 
cause drug residue in animal products, which may affect the safety of the consumer. So, 
many countries have set maximum residue limitation (MRL) of TCs. Presently, 
immunochromatographic assay (ICA) or strip test is commonly method which use to 
detect drug residue in food product due to its short analysis time, easy result 
observation and on-site detection. So, the aim of this study was to develop the Lateral 
flow immunochromatographic for detect CTC residues in food samples. ICR mice were 
immunized with CTC-BSA and then anti-serum titers showed ranging between 1:128,000 - 
1:256,000. After that, the fusion of myeloma P3X with spleen cells of the immunized 
mice were performed. Only one the stable hybridoma clone was produced monoclonal 
antibody (MAb) against CTC. The isotype was identified as IgG1. Additionally, the 
sensitivity in term of IC50 was 0.33 ng/ml, respectively. The specificity of MAb was shown 
no cross reactivity with antibiotic in TCs group and other antibiotic groups. Therefore, 
this MAb can be used to develop the strip test for detect CTC residue in food samples. 
Colloidal gold was conjugated with MAb, the sensitivity of this test strip for CTC 
detection in buffer showed the cut off value and the visual detection limit (VLOD) at 20 
and 10 ng/ml. The detection was in a range of 3-20 ng/ml. Moreover, VLOD was found at 
3 ng/ml by using ImageJ v. 1.47m software analysis. In this study, cross reaction to TCs 
group or other group of antibiotics could not be performed. After that, CTC will be 
detected in milk and honey by using ELISA and ICA. The accuracy (%recovery) and the 
precision (% CV) of ELISA for CTC detection in milk were ranged between 100-105.5 % 
and 3.3-9 %, respectively.  In honey, the percentage of recovery and precision were 
shown in rang of 99-104 and 1.8-10.1. In addition, the sensitivity of ICA for detecting CTC 
in milk was showed the cut off value and VLOD at 40 ng/ml and 20 ng/ml. In honey, the 
cut off value and VLOD were also found at 40 ng/ml and 20 ng/ml. Therefore, these 
finding revealed that this strip test can be applied for rapid detection of CTC in food 
samples. 
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ค าอธิบายสัญลักษณ์และค ายอ่ 

  

% percent 
%CR percentage of cross-reactivity 
%CV percentage of coefficient of variation 
%R percentage of recovery 

°C degree celsius 

µg microgram 
µl microlitre 
A absorbance 
Ab antibody 
Ag antigen 
BCA assay bicinchonic acid assay 
BSA bovine serum albumin 
CTC chlortetracycline 
C control line 
CH Constance region of heavy chain 
CL Constance region of light chain 
DMF dimethylformamide 
DMSO dimethyl sulfoxide 
DOX doxycycline 
ELISA enzyme-linked immunosorbent assay 
FBS fetal bovine serum 
g gram 
GAM goat anti-mouse IgG 
HPLC High performance liquid chromatography 
HRP horseradish peroxidase 
IC50 50% inhibition concentration 
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ICA Immunochromatographic assay 
icELISA indirect competitive ELISA  
iELISA indirect ELISA 
LC-MS/MS Liquid chromatography mass spectometry 
LOD limit of detection 
M molar 
MAb monoclonal antibody 
MC Methacycline 
MES 2-(N-morpholino) ethanesulfonic acid 
MRLs maximum residure limits 
nm nanometer 
OTC oxycycline 
OVA ovalbumin 
PAb polyclonal antibody 
PB phosphate buffer 
PBS phosphate buffer saline 
PBST phosphate buffer saline ที่มี 0.05% Tween 20 
PB-T phosphate buffer ทีม่ี 0.1% Tween 20 
SD standard deviation 
T test line 
TC tetracycline 
TCs tetracyclines 
T-line test line 
TMB 3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine 
v/v Volume by volume 
VH variable region of heavy chain 
VL variable region of light chain 
VLOD Visual limit of detection 
w/v Weigh by volume 
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บทที่ 1  
บทน า 

 
1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

 
ปัจจุบันผู้บริโภคหันมาใส่ใจดูแลสุขภาพของตัวเองมากขึ้น จึงท าให้เกิดความต้องการอาหารที่

มีคุณภาพและปลอดภัยมากยิ่งขึ้น และด้วยความต้องการอาหารที่มีแนวโน้มเพิ่มมากขึ้นเนื่องจาก
ประชากรที่เพิ่มขึ้น ท าให้เกษตรกรหรือผู้ประกอบการต้องเพิ่มผลผลิตเพื่อตอบสนองต่อความต้องการ
ของผู้บริโภค ดังนั้นจึงได้มีการใช้ยาปฏิชีวนะซึ่งเป็นปัจจัยส าคัญอย่างหนึ่งในขั้นตอนการเลี้ยงสัตว์ 
เพื่อการรักษาโรค ป้องกันโรค และเร่งการเจริญเติบโต โดยการใช้ยาปฏิชีวนะมีแนวโน้มเพิ่มมากขึ้น
ทุกปี หนึ่งในนั้นคือยาปฏิชีวนะคลอร์เททระไซคลิน (chlortetracycline, CTC) (1) ซึ่งเป็นยา
ปฏิชีวนะในกลุ่มเททระไซคลิน (tetracyclines, TCs) ที่มีคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญของ
แบคทีเรียทั้งแกรมบวกและแกรมลบ โดยกลไกการออกฤทธิ์จะไปขัดขวางการสังเคราะห์โปรตีนใน
เซลล์แบคทีเรีย (2) อย่างไรก็ตาม หากมีการใช้และการควบคุมดูแลที่ไม่ได้มาตรฐาน จะท าให้เกิดการ
สะสมของยาปฏิชีวนะ ท าให้มีปัญหาสารตกค้างในอาหารซึ่งจะส่งผลกระทบต่อคุณภาพของอาหาร
หากพบสารตกค้างแสดงได้ว่าคุณภาพของผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์ไม่ได้มาตรฐานความปลอดภัย รวมถึง
การส่งออกผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์จะต้องหยุดชะงักและส่งผลโดยตรงต่อรายได้และความเชื่อมั่นในสินค้า
ของประเทศรวมถึงส่งผลต่อสุขภาพของผู้บริโภค จึงท าให้มีการตระหนักถึงมาตรฐานและความ
ปลอดภัยในผลิตภัณฑ์อาหาร ด้วยเหตุนี้หน่วยงานที่รับผิดชอบเกี่ยวกับความปลอดภัยของผู้บริโภคได้
มีการก าหนดค่าปริมาณสูงสุดที่สามารถตรวจพบในผลิตภัณฑ์อาหาร (Maximum Residue Limits; 
MRLs) ของยาปฏิชีวนะในกลุ่มเททระไซคลินเท่ากับ 200-1200 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม (3)ท าให้
ผลิตภัณฑ์อาหารจากสัตว์มีความปลอดภัยต่อผู้บริโภคได้มาตรฐานและเป็นที่ยอมรับทั้งในประเทศ
และระหว่างประเทศ การตรวจหาสารปฏิชีวนะตกค้างสามารถท าได้โดยอาศัยเทคนิคการวิเคราะห์
ด้วยวิธี Confirmation method เช่น วิธี High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 
(4) และ Liquid Chromatography Mass Spectrometry (LC-MS) (5) โดยเทคนิคเหล่านี้จะให้ผล
ที่มีความถูกต้องและแม่นย าสูง แต่ต้องใช้เครื่องมือที่มีราคาแพง จ าเป็นต้องอาศัยบุคลากรที่มีความ
ช านาญและใช้เวลานาน จึงไม่เหมาะแก่การคัดกรองตัวอย่างจ านวนมาก นอกจากนี้ยังมีวิธี 
Screening method ซึ่ ง เป็ น ก ารวิ เค ราะห์ ห าส ารตกค้ า งโด ยอ าศั ย เท คนิ คท างอิ ม มู โน 
( Immunoassay) วิ ธีที่ นิ ยม ใช้ ได้ แก่  Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) เป็ น
เทคนิคที่อาศัยการท าปฏิกิริยาอย่างจ าเพาะระหว่างแอนติเจนและแอนติบอดี โดยอาศัยการเกิดสีจาก



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 4 

เอนไซม์ เป็นวิธีที่มีความไวและความจ าเพาะสูงแต่ก็มีข้อจ ากัดคือต้องใช้แอนติบอดีที่ติดฉลากในการ
ติดตามผล ต้องอาศัยผู้เชี่ยวชาญ เครื่องมือราคาแพง และไม่สามารถจะน าไปใช้ตรวจในภาคสนามได้ 
ปัจจุบันอีกเทคนิคหนึ่งที่นิยมคือ Immunochromatographic assay (ICA) เป็นเทคนิคที่อาศัยการ
ท าปฏิกิริยาอย่างจ าเพาะระหว่างแอนติเจนและแอนติบอดีบนเมมเบรน อาศัยการเกิดสีจากอนุภาค
ทองค า เป็นเทคนิคที่นิยมใช้ตรวจคัดกรองตัวอย่างเบื้องต้นหรือติดตามสารตกค้างยาปฏิชีวนะใน
ผลิตภัณฑ์อาหาร เนื่องจากเป็นเทคนิคที่อ่านผลได้รวดเร็ว สามารถรายงานผลได้ในเชิงคุณภาพและกึ่ง
ปริมาณ ไม่ต้องใช้ผู้เชี่ยวชาญ และแถบทดสอบจะมีขนาดเล็กจึงสามารถน าไปตรวจในภาคสนามได้ 
(6) ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงสนใจที่จะผลิตโมโนโคลนอลต่อ CTC มาพัฒนาแถบทดสอบส าหรับตรวจวัด
คลอร์เททระไซคลินที่ตกค้างในอาหาร โดยใช้เทคนิค ICA รูปแบบการไหลตามแนวราบ (Lateral 
flow immunochromatographic Assay; LFIA) แบบแข่งขัน เนื่องจาก CTC เป็นสารที่มีขนาด
โมเลกุลเล็ก 
 

1.2 วัตถุประสงคข์องงานวจิัย 
 

เพื่อผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อคลอร์เททระไซคลินและแถบทดสอบต้นแบบส าหรับ
ตรวจหาคลอร์เททระไซคลินตกค้างในอาหาร 

 
1.3 ขอบเขตงานวิจัย 

 
1. ค้นคว้าและรวบรวมข้อมูลที่เกี่ยวข้องกับงานวิจัย 
2. การเตรียมคลอร์เททระไซคลินที่เชื่อมต่อกับโปรตีนพาหะ 
3. การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอด ี

3.1 ฉีดกระตุ้นหนูทดลองให้สร้างแอนติบอดีต่อคลอร์เททระไซคลิน 
3.2 หลอมรวมเซลล์และคัดเลือกเซลล์ไฮบริโดมาที่สร้างโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ 

        คลอร์เททระไซคลิน 
3.3 ศึกษาลักษณะเบ้ืองต้นของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ได้โดยวิธี ELISA 

4. การท าโมโนโคลนอลแอนติบอดีให้บริสุทธิ์ 
5. การประเมินประสิทธิภาพของการตรวจวัด CTC ด้วยวิธี icELISA ในตัวอย่างอาหาร 
6. การเตรียมแถบทดสอบต้นแบบ  
7. การประเมินประสิทธิภาพแถบทดสอบในตัวอย่างอาหาร 
8. วิเคราะห์ข้อมูล สรุปผลการทดลอง เผยแพร่ผลงานทางวิชาการและเขียนวิทยานิพนธ์ 
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1.4 ประโยชนท์ี่คาดว่าจะไดร้ับ 

 
ได้เซลล์ไฮบริโดมาที่ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อคลอร์เททระไซคลินและแถบทดสอบ

ต้นแบบส าหรับตรวจวัดคลอร์เททระไซคลินตกค้างในอาหาร 
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บทที่ 2  
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
2.1 แนวคิดและทฤษฏ ี

 
2.1.1 ยาปฎิชวีนะคลอร์เททระไซคลิน (Chlortetracycline; CTC) 

 
คลอร์เททระไซคลิน เป็นยาปฎิชีวนะในกลุ่มเททระไซคลิน (Tetracyclines; TC) ตัวแรกที่ถูก

ค้นพบในปี พ.ศ. 2491 จากเชื้อ Streptomyces aureofacians ต่อมาในปี พ.ศ. 2493 ได้ค้นพบ
ออกซีเททระไซคลิน (Oxytetracycline; OTC) ต่อมาใน พ.ศ. 2495 ได้ผลิตยากึ่งสังเคราะห์จาก
คลอร์เททระไซคลินในรูปกึ่งสังเคราะห์ คือ  เททระไซคลิน (Tetracycline;  TC) ต่อมามีการ
สังเคราะห์ยากลุ่มนี้ อีกหลายตัว  เช่น  ดอกซี ไซคลิน  (Doxycycline; DOX) และมิ โนไซคลิน 
(Minocycline; MNC) ซึ่งยาในกลุ่มเททระไซคลินออกฤทธิ์ได้อย่างกว้างขวางทั้งแบคทีเรียแกรมบวก
และลบ  เช่น Brucella, Francisella, Pseudomonas pseudomallei, Neisseria gonorrhoea 
และ Treponema pallidum โดยออกฤทธิ์หยุดการเจริญเติบโต เข้าไปยับยั้งการสังเคราะห์โปรตีน
โดยจับกับ 30S Ribosome ที่ต าแหน่ง A site ท าให้ aminoacyl-tRNA ไม่สามารถเข้าไปยังบริเวณ 
A site ได้ท าให้แบคทีเรียไม่สามารถสังเคราะห์โปรตีนได้ ดังนั้นจึงนิยมใช้กันอย่างแพร่หลายในการ
เลี้ยงสัตว์ เพื่อรักษาโรค ป้องกันโรค และเร่งการเจริญเติบโต เพราะเป็นยาปฏิชีวนะที่มีราคาถูก การ
ใช้ยาไม่ยุ่งยาก และได้ผลดีในการรักษา  

 
ยาปฏิชีวนะในกลุ่มเททระไซคลิน มีลักษณะเป็นผลึกสีเหลือง ไม่มีกลิ่น มีรสขม มีโครงสร้าง

ดังภาพที่ 2.1 สามารถละลายน้ าได้เล็กน้อยที่ pH เท่ากับ 7 นอกจากนี้ยากลุ่มเททระไซคลิน สามารถ
รวมตัวกับอิออนชนิดต่างๆ เช่น Ca2+ หรือ Mg2+ ท าให้เกิดสารประกอบเชิงซ้อน ท าให้ไม่สามารถดูด
ซึมในกระเพาะอาหารและเข้าสู่ร่างกายได้ ดังนั้นการผลิตยาจึงต้องเตรียมให้อยู่ในรูปเกลือหรือในรูปที่
ท าให้ยาไม่สามารถรวมตัวกับโลหะได ้(7) 
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ภาพที่ 2. 1 โครงสร้างของสารกลุ่มเททระไซคลิน 
 
 

2.1.2 ผลกระทบของสารตกค้างในกลุ่มเททระไซคลิน 
 

เนื่องจากมีการใช้ยาปฏิชีวนะในกลุ่มเททระไซคลิน ในการเลี้ยงสัตว์ เพื่อรักษาโรค ป้องกัน
โรค และเร่งการเจริญเติบโต โดยการใช้ยาปฏิชีวนะที่ไม่ถูกต้อง, ใช้ในปริมาณที่มากเกินไป หรือไม่
หยุดใช้ยาในระยะเวลาที่ก าหนด ส่งผลให้เกิดปัญหาการตกค้างของยาปฏิชีวนะในผลิตภัณฑ์จากสัตว์ 
เช่น นม ไข่ เนื้อ และอวัยวะภายในต่างๆ เป็นต้น เมื่อผู้บริโภคได้รับสารตกค้างซึ่งจะส่งผลสุขภาพของ
ผู้บริโภคเช่น ก่อให้ เกิดภูมิแพ้  (allergic reactions), ตับผิดปกติ (liver damage), ฟันเหลือง 
(yellowing of teeth), ระบบทางเดินอาหารผิดปกติ (gastrointestinal disturbance) โดยเฉพาะ
อย่างยิ่ง ปัญหาการดื้อยาปฏิชีวนะ นอกจากนี้ยาในกลุ่มเททระไซคลิน ยังสามารถส่งผ่านทางรกได้ ถ้า
ได้รับในขณะต้ังครรภ์และจะส่งผลต่อเด็กในครรภ ์  

 
 
 
 
 

 

Chlortetracycline(CTC) Tetracycline (TC) Oxycycline (OTC) 

Doxycycline (DOX) Demeclocycline (DMC) 

(DOX) 

Minocycline (MNC) 
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2.1.3 มาตรฐานของสารตกค้างในกลุ่มเททระไซคลิน 
 

จากปัญหาสารตกค้างกลุ่มเททระไซคลิน ในอาหารที่ส่งผลกระทบต่อสุขภาพของผู้บริโภค ท า
ให้หลายประเทศรวมถึงประเทศไทยตะหนักถึงปัญหาดังกล่าว จึงมีการก าหนดมาตรฐานและความ
ปลอดภัยของผลิตภัณฑ์อาหาร โดยก าหนดระดับยาปฏิชีวนะกลุ่มเททระไซคลินสูงสุดที่อนุญาตให้
ตรวจพบได้ในอาหาร (Maximum Residue Limits; MRLs) (ตารางที่ 2.1) 
 
ตารางที่ 1.1 ระดับยาปฏิชีวนะกลุ่มเททระไซคลินสูงสุดทีอ่นุญาตให้ตรวจพบได้ในอาหาร  

       (Maximum Residue Limits; MRLs) 
ผลิตภัณฑ ์ MRLs (µg/ml) 

Codex EU US.FDA Canada Japan Thailand 
กล้ามเนื้อ 200 100 2,000 200 200 200 
ตับ 600 300 6,000 600 600 600 
ไต 1,200 600 12,000 1,200 1,000 1,200 
ไข ่ 400 200 - - 400 400 
น้ านม 100 100 300 100 100 100 
น้ าผึ้ง - - - 300* 300 - 
รวมผลยาปฏิชีวนะกลุ่ม TCs (TC,CTC,OTC)        
*ยาปฏิชีวนะ OTC 
ที่มา (3) (8) (9) (10) (11) 
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2.2 การตรวจวิเคราะห์คลอร์เททระไซคลินตกค้างในอาหาร 
 
2.2.1 วิธีทางเคม ี
 
เนื่องจากปัญหายาปฎิชีวินะคลอร์เททระไซคลินตกค้างในผลิตภัณฑ์อาหาร ส่งผลกระทบต่อ

สุขภาพของผู้บริโภค โดยเฉพาะปัญหาการดื้อยาปฎิชีวนะ ดังนั้นจึงต้องมีการตรวจหายาปฏิชีวนะ
ตกค้างในอาหาร ซึ่งมีวิธีในการตรวจคือ วิธีทางเคมีสามารถท าได้หลายเทคนิค เช่น เทคนิค  High 
performance liquid chromatography (HPLC), เท คนิ ค  Liquid chromatography-tandem 
mass spectrometry (LC/MS-MS) ซึ่งเทคนิคเหล่านี้มีข้อดีคือ เป็นเทคนิคที่มีความไวและความ
แม่นย าในการวิเคราะห์สูง แต่ก็มีข้อเสียเช่นกัน คือ เครื่องมือมีราคาแพง,ใช้เวลาในการเตรียมตัวอย่าง
และวิเคราะห์ตัวอย่างแต่ละตัวอย่างค่อนข้างนาน ค่าใช้จ่ายสูง ระยะเวลาในการวิเคราะห์นาน และมี
ความจ าเป็นต้องอาศัยผู้ช านาญในการวิเคราะห์ ท าให้วิธีนี้ไม่เหมาะส าหรับการตรวจคัดกรองตัวอย่าง
จ านวนมากในภาคสนาม 

 
2.2.2 วิธีทางภูมิคุ้มกันวิทยา 
 
เป็นวิธีที่น าความรู้ทางภูมิคุ้มกันวิทยา (Immunology) มาใช้ในการตรวจสอบหาสารตกค้าง

ในอาหาร โดยอาศัยหลักการความจ าเพาะกันระหว่างแอนติบอดีกับแอนติเจน ซึ่งเป็นวิธีที่นิยม

น ามาใช้ในการตรวจหาสารตกค้างต่างๆในอาหาร ได้แก่ วิธี  enzyme linked immunosorbent 

assay (ELISA) ซึ่งอาศัยการเกิดปฏิกิริยาระหว่างแอนติบอดีกับแอนติเจนบนพื้นผิวของแข็ง โดยอาศัย

การเกิดสีจากเอนไซม์ เป็นวิธีที่มีความไวและความจ าเพาะสูง แต่มีข้อจ ากัดในการน าไปใช้ในการตรวจ

ภาคสนาม และวิธี Immunochromatographic assay (ICA) ซึ่งอาศัยการเกิดปฏิกิริยาระหว่าง

แอนติบอดีกับแอนติเจนบนแผ่นเมมเบรนโดยอาศัยการเกิดสีจากอนุภาคทองค า เป็นเทคนิคที่ง่ายต่อ

การใช้งาน ไม่ต้องใช้ผู้เชี่ยวชาญ สามารถมองเห็นได้ด้วยตาเปล่า สามารถน าไปใช้ตรวจที่ภาคสนามได้ 

โดยนิยมน ามาใช้ตรวจคัดกรองเบื้องต้น โดยรายงานผลการตรวจในเชิงคุณภาพ (Qualilative) และกึ่ง

ปริมาณ (Semi-quantitative) (12) (13) 
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2.3 ทฤษฎีทางภูมิคุ้มกันวิทยา 
 
2.3.1 แอนติเจน 
 
แอนติเจนคือ สารหรือสิ่งแปลกแปลมที่สามารถกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันในร่างกายโดยสร้าง

แอนติบอดีที่จ าเพาะกับสารแปลกปลอมหรือแอนติเจนนั้น ส่วนของแอนติเจนที่สามารถกระตุ้นระบบ
ภูมิคุ้มกัน เรียกว่า แอนติเจนิก ดีเทอร์มิแนนท์ (antigenic determinant) หรือ อิพิโทป (epitope) 
โดยทั่วไปสารที่จะเป็นแอนติเจนต้องมีขนาด 10,000 ดาลตันขึ้นไป ถ้าสารยิ่งมีโมเลกุลใหญ่จะยิ่งมี
ความสามารถในการกระตุ้นภูมิคุ้มกันมาก จะถูก macrophage จับกินได้ดีขึ้น แต่ถ้าสารมีขนาดน้อย
กว่า 10,000 ดาลตัน เรียกว่า เฮปเทน (hapten) โดยเฮปเทนมีคุณสมบัติเป็นแอนติเจนที่มีคุณสมบัติ
ไม่ครบถ้วน มีความจ าเพาะแต่ไม่สามารถกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันได้  จึงต้องน าไปเชื่อมติดกับโปรตีน
พาหะเพื่อให้มีขนาดใหญ่ขึ้น (14)  

 
คุณสมบัติทั่วไปของแอนติเจน 
 
1. ความแปลกปลอม (Foreignness) 
เป็นสิ่งแปลกปลอมซึ่งโดยปกติแล้วไม่มีอยู่ในร่างกาย หรืออาจมีอยู่ในร่างกายแต่ไม่เคยได้

สัมผัสกับระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย 
 
2. ขนาดของโมเลกุล (size) 
สารที่จะเป็นแอนติเจนได้ดี ต้องเป็นสารที่มีน ้าหนักโมเลกุลมากกว่า 10,000 ดาลตัน ขึ้นไป 

ทั้งนี้เพราะสารยิ่งโมเลกุลใหญ่ ยิ่งมี antigenic determinant มาก สารที่มีน้ าหนักโมเลกุลน้อยว่า 
10,000 ดาลตันไม่สามารถเป็นแอนติเจน หรือเป็นได้ไม่ดีจ าเป็นต้องน าไปรวมกับโปรตีนพาหะ 

 
3. ความซับซ้อนของสูตรโครงสร้าง (Chemical complexity)  
สารที่ยิ่งมีสูตรโครงสร้างซับซ้อนจะเป็นแอนติเจนที่ดีกว่าสารที่มีสูตรโครงสร้างง่าย ๆ เช่น 

พวก polymer จะกระตุ้นได้ดีกว่าพวก monomer 
 
 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 11 

4. ปริมาณและทิศทางการเข้าสู่ร่างกายของสาร (dose and route of administration) 
ปริมาณอิมมูโนเจนมีผลต่อการกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกัน หากใช้ในปริมาณที่มากหรือน้อย

เกินไปอาจท าให้การตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันลดลง นอกจากนี้ทิศทางในการน าอิมมูโนเจนเข้าสู่
ร่างกายที่แตกต่างกันก็มีผลต่อการกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันที่แตกต่างกัน 

 
5. สารเสริมฤทธิ์ (Adjuvant) 
เป็นสารที่เป็นไขมันโดยจะเข้าสู่ร่างกายพร้อมกับแอนติเจน โดยจะค่อยๆปล่อยแอนติเจน

ออกมาทีละน้อย ท าให้แอนติเจนอยู่ในร่างกายได้นานมากขึ้น เพื่อให้ร่างกายมีการตอบสนองต่อ
แอนติเจนได้ดียิ่งขึ้น สารเสริมฤทธิ์ ที่นิยม คือ Freund's adjuvant 

 
สารเสริมฤทธิ์ Freund's adjuvant แบ่งได้เป็น 2 ประเภท คือ  
 

1. complete Freund’s adjuvant เป็นสารเสริมฤทธิ์ที่มีเชื้อ Mycobacterium tuberculosis ที่
ตายแล้ว ท าให้เกิดการอักเสบรุนแรงบริเวณที่ฉีด ท าให้เกิดการตุ้นระบบภูมิคุ้มกันให้สร้างแอนติบอดี
ได้ดียิ่งขึ้น ส่วนใหญ่จะใช้ฉีดสัตว์ทดลองครั้งแรก (primary immunization)  
2. Incomplete Freund’s adjuvant เป็นสารเสริมฤทธิ์ที่ ใช้ฉีดกระตุ้นภูมิคุ้มกันในครั้งต่อๆมา 
(booster) 
 

2.3.2 แอนติบอด ี
 

แอนติบอดี หรือ อิมมูโนโกลบูลิน (immunoglobulin) เป็นไกลโคโปรตีนที่ถูกผลิตจากบี
เซลล์ (B-cell) ได้มากในม้าม ต่อมน้ าเหลือง และ ไขกระดูก  เมื่อร่างกายมีสิ่งแปลกปลอมหรือ
แอนติเจนเข้ามา  B cell จะได้รับการกระตุ้นให้มีการแบ่งเซลล์กลายเป็น เซลล์พลาสมา มีหน้าที่สร้าง
แอนติบอดีเพื่อท าลายสิ่งแปลกปลอมหรือแอนติเจนโดยแอนติบอดีแต่ละชนิดที่ถูกผลิตออกมาจะมี
คุณสมบัติในการจดจ าแอนติเจนที่จ าเพาะโดยจะเข้าจับที่บริเวณ อิพิโทป (epitope) ของแอนติเจน 
โครงสร้างพื้นฐานของแอนติบอดีจะเป็นรูปตัววาย (Y shape) ดังภาพ 2.2 ประกอบด้วยสายพอลิเปป
ไทด์ 4 สายเชื่อมกันด้วยพันธะไดซัลไฟด์ สายพอลิเปปไทด์4 สายประกอบด้วยสายยาว 2 สายเรียกว่า 
Heavy (H-chain) และสายสั้นอีก 2 สายเรียกว่า Light chain (L-chain)  
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ปลายด้านหนึ่งของสายพอลิเปปไทด์ ด้าน amino terminal ซึ่งเป็นบริเวณที่ เกิดการ
เปลี่ยนแปลงของชนิดกรดอะมิโนสูงมาก เรียกว่าบริเวณแปรปรวน (variable region) ส่วนปลายของ 
บริเวณแปรปรวนของสายพอลิเปปไทด์ ทั้ง H-chain และ L-chain เป็นบริเวณที่จับกับแอนติเจน 
antigen determinants หรือ อิพิโทป ของแอนติเจน (antigen binding site) เรียกว่า Fab ส่วน
ปลายสายพอลิเปปไทด์ ด้าน carboxyl terminal เป็นบริเวณที่ไม่เกิดการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิ
โน เรียกว่า constant region หรือ Fc ส่วนบริเวณข้อพับที่เรียกว่า hinge region อยู่ตรงกลางของ 
H-chain ซึ่ง hinge region จะเป็นบริเวณที่มีการยืดหยุ่น ท าให้แขนทั้งสองข้างของแอนติบอดียืดห่าง
ออกจากกันเพ่ือช่วยในการจับแอนติเจนได้ดี  

 
L-chain เป็นเป็นสายพอลิเปปไทด์เส้นสั้น ประกอบด้วยกรดอะมิโนมาเรียงกันโดยปลายด้าน

หนึ่ งเป็น amino terminal และอีกปลายด้านเป็น  carboxyl terminal แบ่ งเป็น 2 type คือ 

kappa(κ) chain และ lamda (λ) chain 
 
H-chain เป็นสายพอลิเปปไทด์เส้นยาวที่ประกอบด้วยกรดอะมิโนมาเรียงกันโดยปลายด้าน

หนึ่งเป็น amino terminal และอีกปลายด้านเป็น carboxyl terminal โดยสามารถแบ่งไอโซไทป์
แอนติบอดีได้ 5 คลาส ได้แก่ IgG, IgA, IgM, IgD และ IgE (ภาพที่ 2.3) 

 
1. Immunoglobulin M (IgM) 
 เป็นอิมมูโนโกลบูลินตัวแรกที่พบในกระแสเลือดเมื่อมีแอนติเจนเข้ามา สร้างเมื่อเกิด primary 
immune response มีขนาดใหญ่ประกอบด้วย 5 โมเลกุล 
 
2. Immunoglobulin G (IgG) 
 เป็นอิมมู โนโกลบูลินที่มากที่สุดในกระแสเลือด สร้างเมื่อเกิด secondary immune 
response สามารถเคลื่อนผ่านรกจากแม่ไปสู่ลูกได้  
 
3. Immunoglobulin A (IgA) 

เป็นอิมมูโนโกลบูลินที่พบมากในบริเวณสารคัดหลั่ง เช่น น้ าลาย , น้ าตา, น้ ามูก, น้ าเมือกใน
หลอดอาหาร, ล าไส้, กระเพาะปัสสาวะ และน้ านมเหลือง เป็นต้น มีบทบาทส าคัญในการป้องกันการ
ติดเชื้อจากแบคทีเรียและไวรัสในบริเวณเยื่อเมือก 
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4. Immunoglobulin D (IgD) 
เป็นอิมมูโนโกลบูลินที่พบบนผิวของ B-cell คาดว่าเป็นตัวรับรู้เบื้องต้น (primary receptor) 

กับแอนติเจนบนผิว B-cell และกระตุ้นใน B-cell เปลี่ยนเป็นเซลล์พลาสมาหรือเซลล์ผลิตแอนติบอดี
และ memory cell 

 
5. Immunoglobulin E (IgE) 
 เป็นอิมมูโนโกลบูลินที่มีขนาดใหญ่กว่า IgG เล็กน้อย มีปริมาณน้อยที่สุดในเลือด มักจับอยู่บน
ผิวมาสท์ เซลล์ (mast cell) หรือ เซลล์เบโซฟิล (basophils cell) เมื่อ IgE บนผิวเซลล์จับกับ
แอนติเจน จะกระตุ้นให้เกิดการหลั่งสารที่ก่อให้เกิดอาการแพ้ 
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ภาพที่ 2. 2 โครงสร้างของแอนติบอด ีดัดแปลงมาจาก (15) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2.3 โครงสร้างของอิมมูโนโกลบูลินทัง้ 5 ไอโซไทป ์(15) 
 

IgG 

IgA  
IgM  

 IgD 
IgE 

Fc fragment 

Fab fragment 

Constant 
domains 

Variable 
domains 

Carbohydrate 

Heavy chain 

Light chain 

Hinge 
region 

Antigen 
binding site 

Disulfide 

bones 
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แอนติบอดี แบ่งออกเป็น 2 ประเภท คือ โพลีโคลนอลแอนติบอดี (Polyclonal antibody; 
PAb) และ โมโนโคลนอลแอนติบอดี (Monoclonal antibody; MAb) โพลีโคลนอลแอนติบอดีเป็น
แอนติบอดีหลายชนิดที่มาจากซีรัม มีความหลากหลายในการจับอิพิโทปได้หลายอิพิโทปบนแอนติเจน
เดียวกัน เนื่องจากมีส่วนของบริเวณแปรปรวนที่แตกต่างกัน ส่วนโมโนโคลนอลแอนติบอดีเป็น
แอนติบอดีที่สร้างจาก B-cell ที่มาจากต้นก าเนิดเดียวกัน มีความจ าเพาะกับอิพิโทปเดียวบน
แอนติเจนและคุณสมบัติเหมือนกัน ซึ่งขั้นตอนการผลิตแอนติบอดีทั้ง 2 ประเภท ดังภาพที่ 2.4  และ
ความแตกต่างของแอนติบอดีทั้ง 2 ชนิด ดังตารางที่ 2.2  

 
 

 

                 (ก)                                                                            (ข) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

           

ภาพที่ 2. 4 (ก) การผลิตโพลีโคลนอลแอนตบิอดีและ (ข) โมโนโคลนอลแอนติบอดี 
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ตารางที่ 2.2 คณุสมบัติและขอ้จ ากัดของโพลีโคลนอลแอนติบอดีและโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
คุณสมบัต ิ โพลีโคลนอลแอนติบอด ี โมโนโคลนอลแอนติบอดี 

ความจ าเพาะ 
(specificity) 

ความจ าเพาะต่ า ความจ าเพาะสูง 

สัมพรรคภาพ (affinity) จับได้หลายอิพิโทปต่อแอนติเจน จับได้เพียงอิพิโทปเดียวต่อ
แอนติเจน 

ความแปรปรวน ความแปรปรวนสูงเนื่องจากการผลิต
แต่ละครั้งคุณสมบัติแอนติบอดีไม่

เหมือนกัน 

ความแปรปรวนต่ าเนื่องจากเซล์
ไฮบริโดมา มาจากต้นก าเนิด

เดียวกัน 

ขั้นตอนการผลิต ไม่ยุ่งยาก มีความยุ่งยาก 

เวลาในการผลิต ระยะเวลาสั้น ประมาณ 6 สัปดาห์ ระยะเวลายาว อย่างน้อย 4 
เดือน 

ต้นทุนในการผลิต ต้นทุนต่ า ต้นทุนสูง 

กระบวนการผลิต ไม่จ าเป็นต้องใช้ผู้เชี่ยวชาญในการ
ผลิต 

จ าเป็นต้องใช้ผู้เชี่ยวชาญในการ
ผลิต 

ที่มา (16)  

 

2.3.3 การผลติโมโนโคลนอลแอนติบอด ี
 
เทคนิคการผลิตเซลล์ไฮบริโดมาโดยการเชื่อมเซลล์ที่ เราสนใจกับเซลล์มะเร็ง โดย 

hybridoma technique ถูกคิดค้นในปี ค.ศ. 1975 โดย Kohler และ Milstein ปกติการเลี้ยงบีเซลล์
ที่สร้างแอนติบอดีที่มีความจ าเพาะต่อแอนติเจนภายนอกร่างกายเป็นไปได้ยาก เนื่องจากบีเซลล์มีการ
แบ่งตัวที่จ ากัดและตายตามอายุขัย ดังนั้นจึงต้องมีการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี ตามขั้นตอนการ
ผลิต ภาพที่ 2.5 โดยน าม้ามที่มีเซลล์ที่ผลิตแอนติบอดี มาท าการหลอมรวม (fusion) กับเซลล์มัยอี
โลมา (myeloma) ได้เซลล์ลูกผสมที่เรียกว่า ไฮบริโดมา (hybridoma) ซึ่งมีคุณสมบัติ สามารถ
แบ่งตัวได้อย่างไม่จ ากัดในหลอดทดลองและสามารถสร้างแอนติบอดีต่อแอนติเจนได้ โดย 
polyethylene glycol (PEG) จะท าให้ phospholipid ซึ่งเป็นองค์ประกอบของผนังเซลล์ เรียงตัวไม่
เป็นระเบียบชั่วคราวและกลับสู่สภาวะปกติ ท าให้เซลล์ถูกเชื่อมกันทั้งผนังเซลล์และนิวเคลียส เมือ่เกิด
การแบ่งตัว นิวเคลียสจึงรวมกันเกิดเป็นเซลล์ลูกผสมหรือ เซลล์ไฮบริโดมา ในการหลอมรวมเซลล์แต่
ละครั้งจะมีบีเซลล์ที่เชื่อมกันเอง, เซลล์มัยอีโลมาที่เชื่อมกันเอง, บีเซลล์ที่เชื่อมกับเซลล์มัยอีโลมา และ
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เซลล์ที่ไม่ได้เชื่อมกับเซลล์อื่น ดังนั้นจึงต้องมีการคัดเลือกเซลล์ไฮบริโดมา (บีเซลล์กับเซลล์มัยอีโลมา) 
โดยใช้ selective medium ซึ่งมีสาร aminopterin, hypoxanthin และ thymidine โดยปกติเซลล์
จะมี 2 วิถีทางในการสังเคราะห์นิวคลีโอไทด์เพื่อสร้าง DNA คือ de novo pathway โดยจะสร้าง    
นิวคลีโอไทด์ ใหม่โดยใช้กรดอะมิโนและ salvage pathway ซึ่งสร้างนิวคลีโอไทด์ใหม่ จากการย่อย
ของนิวคลีโอไทด์เก่า แต่ใน media มี aminopterin ซึ่งจะยับยั้ง coenzyme ที่ใช้สังเคราะห์ DNA 
ทาง de novo pathway ดังนั้นเซลล์จึงต้องสร้าง DNA ในทาง salvage pathway แทน จ าเป็นต้อง
ใช้เอนไซม์  hypoxanthine-guanine phosphoribosyl transferase (HGPRT) และ Thymidine 
kinase (TK) ถ้าเซลล์ขาดเอนไซม์ใดเอนไซม์หนึ่งเซลล์จะไม่สามารถสร้าง DNA และตายในที่สุด 
ดังนั้นเซลล์มะเร็งที่หลอมรวมกันเองไม่มีเอนไซม์ HGPRT ท าให้เซลล์ตาย ส่วนบีเซลล์ที่หลอมรวม
กันเองจะสามารถเติบโตใน HAT medium ได้ในระยะเวลาหนึ่งจะตายไป จะมีแต่บีเซลล์และ
เซลล์มะเร็งเท่านั้นที่สามารถเจริญเติบโตได้ใน HAT medium (ภาพที่ 2.6)  จากนั้นคัดเลือกเซลล์
ไฮบริโดมาที่สามารถสร้างแอนติบอดีที่จ าเพาะกับแอนติเจนที่ต้องการได้ โดยวิธี Enzyme-Linked 
Immunosorbent Assay (ELISA) แล้วท าให้เป็นเซลล์เดี่ยวโดยวิธี Limiting dilution เพื่อให้มั่นใจ
ว่ามาจากเซลล์ต้นก าเนิดเดียวกัน (17) 
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ภาพที่ 2. 5 ขัน้ตอนการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอด ี(18) 
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ภาพที่ 2. 6 แนวทางการสังเคราะห์นิวคลีโอไทด์โดย de novo pathway และ salvage pathway 
 

 

2.4 เทคนิคเอนไซม์ลิงค์อิมมูโนซอร์เบนตแ์อสเสย์ (Enzyme- Linked 
Immunosorbent Assay, ELISA) 

 

ELISA เป็นเทคนิคที่อาศัยการท าปฏิกิริยาอย่างจ าเพาะระหว่างแอนติเจนและแอนติบอดี 
โดยใช้เอนไซม์มาเชื่อมติดฉลากกับแอนติบอดี  เมื่อเติมสับเสตรต เอนไซม์จะเร่งปฏิกิริยาเปลี่ยน
สับสเตรทเป็นผลิตภัณฑ์ที่มีสี ท าการวัดความเข้มของสีโดยการวัดค่าการดูดกลืนแสง ซึ่งเทคนิคนี้มี
ความไวและความจ าเพาะสูง (19)  

 

เทคนิค ELISA ที่ใช้ในงานวิจัยนี้สามารถแบ่งได้ 2 ประเภท คือ 
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2.4.1 indirect ELISA 
 
วิธีนี้ใช้ในกรณีทดสอบหาแอนติบอดีในซีรัมหรืออาหารเลี้ยงเซลล์ โดยท าการเคลือบพื้นหลุม

ของจาน ELISA ชนิด 96 หลุม ด้วยแอนติเจนที่เชื่อมกับโปรตีนพาหะ จากนั้นเติมซีรัมหรืออาหาร
เลี้ยงเซลล์ ในกรณีที่ในซีรัมหรืออาหารเลี้ยงเซลล์มีแอนติบอดีจะจับกับแอนติเจนที่เคลือบที่ก้นหลุม 
จากนั้นใส่แอนติบอดีทุติยภูมิที่ติดฉลากเอนไซม์ซึ่งจ าเพาะกับแอนติบอดีตัวแรก  เติมสับสเตรทของ
เอนไซม์และหยุดปฏิกิริยา จากนั้นวัดค่าการดูดกลืนแสง การแปลผลถ้าในซีรัมหรืออาหารเลี้ยงเซลล์มี
แอนติบอดี สีของสารละลายจะมีสีเข้มตามปริมาณแอนติบอดีที่มากขึ้น (ภาพที่ 2.7ก) แต่ถ้าในกรณีที่
ในซีรัมหรืออาหารเลี้ยงเซลล์ไม่มีแอนติบอดีสารละลายจะไม่มีสีเกิดขึ้น (ภาพที่ 2.7ข)  ดังนั้นความเข้ม
ของสีจะแปรผันตรงกับปริมาณของแอนติบอด ี 
 

(ก) กรณีมีแอนติบอด ี

 

 

 

 

 

(ข) กรณีไม่มีแอนติบอด ี  

 

 

 

 
 

ภาพที่ 2. 7 หลักการ indirect ELISA (ก.) กรณีมีแอนติบอดี (ข.) กรณีไม่มีแอนติบอดี 
 

เคลือบพื้นผิว

ด้วยแอนติเจนที่

เชื่อมกับโปรตีน

พาหะ 

ในตัวอย่างมี

แอนติบอดี 

เติมแอนติบอดีที่ติด

ฉลากเอนไซม์ 

เติมสับสเตรท หยุดปฏิกิริยา 

ในตัวอย่างไม่มี

แอนติบอดี 
เติมสับสเตรท หยุดปฏิกิริยา เคลือบพื้นผิว

ด้วยแอนติเจนที่

เชื่อมกับโปรตีน

พาหะ 

เติมแอนติบอดีที่ติด

ฉลากเอนไซม์ 
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2.4.2 indirect competitive ELISA 
 

วิธีนี้เป็นรูปแบบของการแย่งจับกันแอนติบอดีกับแอนติเจนอิสระในสารละลายและแอนติเจน

ที่เคลือบที่ก้นหลุม โดยท าการเคลือบพื้นหลุมของจาน ELISA ชนิด 96 หลุม ด้วยแอนติเจนที่เช่ือมกับ

โปรตีนพาหะ กรณีที่ในสารละลายตัวอย่างลงไป เติมอาหารเลี้ยงเซลล์หรือแอนติบอดี จากนั้นใส่

แอนติบอดีทุติยภูมิที่ติดฉลากเอนไซม์ซึ่งจ าเพาะกับแอนติบอดีตัวแรก เติมสับสเตรทของเอนไซม์ แล้ว

น าไปวัดปริมาณสีที่เกิดขึ้นโดยการวัดค่าการดูดกลืนแสง ในกรณีที่ในสารละลายตัวอย่างมีแอนติเจน

อิสระ จะเกิดการแย่งจับระหว่างแอนติบอดีกับแอนติเจนที่เคลือบที่ก้นหลมุและแอนติเจนอิสระ สีของ

สารละลายจะไม่มีสี (2.8 ก.) แต่ในกรณีที่สารละลายตัวอย่างไม่มีแอนติเจนอิสระ (2.8 ข.)  สีของ

สารละลายจะมีสีเข้มขึ้น ดังนั้นความเข้มของสีจะแปรผกผันกับปริมาณของแอนติเจน 

 

(ก) กรณีมี CTC อิสระ 

 

 

 

 

 

(ข) กรณีที่ไม่มี CTC อิสระ 

 

 

 

 

ภาพที่ 2. 8 หลักการ indirect competitive ELISA (ก.) กรณีมี CTC อิสระ (ข.) กรณีไม่มี CTC 
อิสระ 

เคลือบพื้นผิวด้วย

แอนติเจนที่เชื่อม

กับโปรตีนพาหะ 

ในตัวอย่างไม่มี 

CTC อิสระ 
เติมตัวอย่างที่

มีแอนติบอดี 

เติมแอนติบอดีที่

ติดฉลากเอนไซม์ 

หยุดปฏิกิริยา เติมสับสเตรท 

เคลือบพื้นผิวด้วย

แอนติเจนที่เชื่อม

กับโปรตีนพาหะ 

ในตัวอย่างมี 

CTC อิสระ 

เติมตัวอย่างที่มี

แอนติบอดี 
เติมแอนติบอดีที่ติด

ฉลากเอนไซม์ 
เติมสับสเตรท หยุดปฏิกิริยา 
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2.5 หลักการแถบทดสอบรูปแบบการไหลตามแนวราบ (Lateral Flow 
Immunochromatographic Assay; LFIA) 

 

แถบทดสอบรูปแบบการไหลตามแนวราบเป็นการน าเทคนิคโครมาโตกราฟฟีมาประยุกต์ใช้
ร่วมกับวิธีทางภูมิคุ้มกันวิทยา โดยอาศัยหลักการความจ าเพาะกันระหว่างแอนติบอดีกับแอนติเจนบน
แผ่นเมมเบรน โดยใช้อนุภาคทองค าติดฉลากกับแอนติบอดีเพื่อให้เกิดสี สามารถมองเห็นได้ด้วยตา
เปล่า วิธีนี้ถูกน ามาประยุกต์ใช้ในการตรวจหาสารต่างๆ เช่น การตรวจตั้งครรภ์ การตรวจวินิจฉัยโรค 
และการตรวจติดตามสารสารปนเป้ือนในอาหาร เป็นต้น (6) (20) 

 
2.5.1 ส่วนประกอบของแถบทดสอบ 

 
แถบทดสอบจะมีส่วนประกอบหลักๆทั้งหมด 5 ส่วน (ภาพที่ 2.8) ได้แก ่
 

1. Sample pad ท าหน้าที ่รองรับและกรองสารตัวอย่าง 
2. Conjugate pad ท าหน้าที่ เป็นส่วนที่ตรึงแอนติบอดีที่ติดฉลากและจ าเพาะกับสารที่ต้องการ
ทดสอบ 
3. Analytical membrane ท าหน้าที่เป็นบริเวณที่เกิดปฏิกิริยาระหว่างแอนติบอดีกับแอนติเจน จะ
ประกอบไปด้วย 2 ส่วน คือ เส้นทดสอบ (Test line; T line) เป็นบริเวณที่มีการตรึงแอนติเจนที่เชื่อม
กับโปรตีนพาหะ และเส้นควบคุม (Control line; C line)เป็นบริเวณที่มีการตรึงแอนติบอดีที่จ าเพาะ
กับแอนติบอดีติดฉลากอนุภาคทองค า 
4. Absorbent pad ท าหน้าที่ ดูดซับสารส่วนเกินที่เหลือจากการเกิดปฏิกิริยา และป้องกันการ
ย้อนกลับของสารตัวอย่างไปยัง Analytical membrane 
5. Plastic backing card ท าหน้าที่ ยึดส่วนประกอบทั้งหมดของแถบทดสอบ 
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ภาพที่ 2. 9 ส่วนประกอบของแถบทดสอบ 
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2.5.2 รูปแบบของแถบทดสอบ 
 
รูปแบบของแถบทดสอบแบ่งออกเป็น 2 รูปแบบ คือรูปแบบแข่งขัน (competitive assay 

format) และรูปแบบแซนวิช (sandwich assay format) 
 
2.5.2.1 รปูแบบแข่งขนั (competitive assay format) 

 
แถบทดสอบรูปแบบการแข่งขันเหมาะส าหรับการตรวจหาสารที่ต้องการทดสอบ ที่มีขนาด

โมเลกุลเล็ก มีส่วนประกอบดังภาพที่ 2.10 ก หลักการของแถบทดสอบรูปแบบแข่งขัน คือ เมื่อหยด
สารละลายตัวอย่างลงบน sample pad สารจะเคลื่อนที่ไปยัง conjugate pad ที่มีแอนติบอดีที่ติด
ฉลากกับอนุภาคทองค า และจ าเพาะกับสารที่ต้องการทดสอบ ในกรณีผลบวก (positive) หรือใน
สารละลายตัวอย่างมีแอนติเจนที่ต้องการทดสอบ แอนติเจนจะจับกับแอนติบอดีที่ติดฉลากอนุภาค
ทองค าที่บริเวณนี้ จากนั้นเมื่อสารตัวอย่างเคลื่อนที่ไปบน analytical membrane ไปยังเส้น T line 
แอนติบอดีที่ติดฉลากกับอนุภาคทองจะไม่จับกับแอนติเจนที่ตรึงบริเวณ T line เนื่องจากมีการแข่งขัน
กันระหว่างแอนติเจนในสารละลายตัวอย่างและแอนติเจนที่ถูกตรึงที่บริเวณ T line และเมื่อเคลื่อนที่
ผ่านบริเวณ C line จะถูกจับโดยแอนติบอดีที่จ าเพาะกับแอนติบอดีติดฉลากอนุภาคทองค า ดังนั้นจึง
เห็นแถบทดสอบเกิดแถบสีที่บริเวณ C line แถบเดียว แต่ในกรณีผลลบ (negative) หรือใน
สารละลายตัวอย่างไม่มีแอนติเจนที่ต้องการทดสอบ เมื่อสารจะเคลื่อนที่ไปยัง conjugate pad 
แอนติบอดีที่ติดฉลากอนุภาคทองจะเคลื่อนที่มายังบริเวณ T line และจับกับแอนติเจนที่เชื่อมกับ
โปรตีนบริเวณนี้ จากนั้นแอนติบอดีติดฉลากอนุภาคทองที่เหลือจะเคลื่อนที่ไปยังบริเวณ C line และ
ถูกแอนติบอดีที่จ าเพาะกับแอนติบอดีติดฉลากอนุภาคทองค าที่บริเวณนี้ ดังนั้นจึงเห็นแถบทดสอบเกิด
แถบสี 2 แถบที่บริเวณ T line และ C line (ภาพ 2.10 ข) (21) 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 25 

(ก.) 

 

 

 

 

 

 

 

(ข.) 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2. 10 แสดงแถบทดสอบรูปแบบแข่งขัน (ก.) ส่วนประกอบของแถบทดสอบรูปแบบแข่งขัน 
(ข.) หลักการท างานและการแปลผล 
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ผลบวก 

T     C  

T           C  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 26 

2.5.2.2 รปูแบบแซนวิช (sandwich assay format) 
 
แถบทดสอบรูปแบบแซนวิชเหมาะส าหรับการตรวจหาสารที่ต้องการทดสอบที่มีขนาด

โมเลกุลใหญ่ มีส่วนประกอบดังภาพที่ 2.11 ก. หลักการของแถบทดสอบรูปแบบแซนวิชคือ เมื่อหยด
สารละลายตัวอย่างลงบน sample pad สารจะเคลื่อนที่ไปยัง conjugate pad ที่มีแอนติบอดีที่ติด
ฉลากกับอนุภาคทองค า และจ าเพาะกับสารที่ต้องการทดสอบ ในกรณีผลบวกหรือในสารละลาย
ตัวอย่างมีแอนติเจนที่ต้องการทดสอบ แอนติเจนจะจับกับแอนติบอดีปฐมภูมิที่ติดฉลากอนุภาคทองค า 
(1stAb-Colloidal gold) และ เคลื่ อนที่ ไป ยั ง  analytical membrane สารที่ ติ ดอยู่ กั บ 1stAb-
Colloidal gold จะถูกแอนติบอดีทุติยภูมิ (2nd antibody) ที่ตรึงอยู่บน T line จับกับอิพิโทปที่เหลือ
บนแอนติเจน ส่งบนให้บริเวณ T line ปรากฏสีขึ้นมา และ1stAb-Colloidal gold ที่ เหลือ จะ
เคลื่อนที่ไปยังบริเวณ C line และถูกจับด้วย แอนติบอดีที่จ าเพาะกับ 1stAb-Colloidal gold ดังนั้น
จึงเห็นแถบทดสอบเกิดแถบสี  2 แถบที่บริเวณ T line และ C line แต่ในกรณีผลลบหรือใน
สารละลายตัวอย่างไม่มีแอนติเจนที่ต้องการทดสอบ เมื่อสารจะเคลื่อนที่ไปยัง conjugate pad 
แอนติบอดีที่ติดฉลากอนุภาคทอง (1stAb-Colloidal gold) จะเคลื่อนที่มายังบริเวณ T line จะไม่
สามารถจับกับ 2nd antibody ที่บริเวณนี้ได้ จากนั้นจะเคลื่อนที่ไปยังบริเวณ C line จะถูกจับด้วย
แอนติบอดีที่จ าเพาะกับแอนติบอดีติดฉลากอนุภาคทองค าที่บริเวณนี้ ดังนั้นจึงเห็นแถบทดสอบเกิด
แถบสี 1 แถบที่บริเวณ C line (ภาพที่ 2.11 ข.) 
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 (ก.) 

 

 

 

 

 

 

 

(ข.) 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 2. 11 แสดงแถบทดสอบรูปแบบแซนวิช (ก) ส่วนประกอบของแถบทดสอบรูปแบบแซนวิช (ข) 
หลักการท างานและการแปลผล 
 

T           C  
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2.5.3 ปัจจัยทีม่ีผลต่อแถบทดสอบ 
 
1. ชนิดของวัสดุเมมเบรน 

 การเลือกวัสดุเมมเบรนที่ใช้ส าหรับแถบทดสอบมีผลต่ออัตราการไหลของตัวอย่าง ขึ้นกับ
ปัจจัยหลายอย่าง เช่น ความหนาของวัสดุ, ลักษณะของพื้นผิว และรูพรุนของวัสดุ ส่วนทดสอบที่ใช้
ส าหรับแถบทดสอบประกอบด้วย 4 ส่วนหลักได้แก่ sample pad, conjugated pad, analytical 
pad และ absorbent pad  
 

1.1 sample pad 
 วัสดุที่น ามาท า sample pad ควรมีคุณสมบัติการซึมผ่านของตัวอย่างได้สม่ าเสมอ ไม่จับกับ
สารที่ต้องการทดสอบ วัสดุที่นิยมน ามาใช้คือ คอตตอน (cotton) และแผ่นใยแก้ว (glass fiber) โดย
ควรพิจารณาจากปริมาตรและประเภทของตัวอย่างที่ต้องการทดสอบ 
 

1.2 conjugate pad  
 วัสดุที่น ามาท า conjugate pad ควรมีคุณสมบัติซึมผ่านของตัวอย่างได้สม่ าเสมอ ไม่จับกับ
สารที่น ามาตรึงและสารที่ต้องการทดสอบที่เคลื่อนที่มาจาก sample pad วัสดุที่นิยมน ามาใช้คือแผ่น
ใยแก้ว 
 

1.3 analytical membrane 
 analytical membrane ถือเป็นส่วนส าคัญของแถบทดสอบเนื่องจาก เป็นบริเวณที่
เกิดปฏิกิริยาระหว่างแอนติบอดีกับแอนติเจนของแถบทดสอบ วัสดุที่น ามาใช้ต้องง่ายต่อการตรึง
โปรตีนบนเมมเบรนและมีรูพรุนของ analytical membrane ที่เหมาะสม โดยรูพรุนจะส่งผลต่ออัตรา
การไหลของตัวอย่างผ่าน analytical membrane หากตัวอย่างไหลผ่าน analytical membrane 
ได้เร็วเกินไป อาจจะท าให้แอนติบอดีกับแอนติเจนไม่สามารถท าปฏิกิริยากันได้ โดยปกตินิยมใช้ไนโตร
เซลลูโลสเมมเบรน ที่มีขนาดรูพรุน 0.05-12 ไมครอน 
 

1.4 absorbent pad  

 วัสดุที่น ามาท า absorbent pad ควรมีคุณสมบัติในการดูดซับที่ดี เนื่องจากเป็นส่วนที่ท า
หน้าที่ดูดซับการตัวอย่างที่เหลือจากปฏิกิริยาบน analytical membrane วัสดุที่นิยมใช้คือ คอตตอน 
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2. แอนติบอด ี
 

 การเลือกใช้แอนติบอดีส าหรับพัฒนาแถบทดสอบเป็นสิ่งส าคัญเนื่องจากแถบทดสอบอาศัย
ปฏิกิริยาระหว่างแอนติบอดีและแอนติเจน โดยชนิดของแอนติบอดีที่น ามาใช้ในแถบทดสอบมี 2 ชนิด
คือ โพลีโคลนอลแอนติบอดีและโมโนโคลนอลแอนติบอดี เนื่องจากส่งผลต่อความไวและความจ าเพาะ
ต่อแอนติเจนของแถบทดสอบ นอกจากนี้ความบริสุทธิ์ของแอนติบอดีก็มีความส าคัญ เนื่องจากถ้าน า
แอนติบอดีที่ไม่บริสุทธิม์าใช ้จะท าให้แอนติบอดีไม่จับกับแอนติเจนหรือจับได้ไม่ดี (22) 
 

3. อนุภาคทองค า 
อนุภาคทองค า คือ โลหะทองที่มีขนาดนาโนที่สังเคราะห์จากปฏิกิริยารีดิวซ์อนุมูลทองให้

กลายเป็นโลหะทองและใช้สารช่วยกระจายตัวเพื่อไม่ให้อนุภาครวมกันเป็นก้อนใหญ่โดยอนุภาคทองมี
การน ามาประยุกต์ใช้เป็นตัวตรวจวัดชีวภาพ (biosensors) และใช้ในการตรวจวัดระดับโมเลกุลได้ 
(molecular sensors) โดยการใช้แถบทดสอบในการตรวจวัดสารตกค้าง นิยมใช้อนุภาคทองเป็นตัว
ตรวจวัดทางชีวภาพเพื่อใช้ตรวจติดตาม โดยน าแอนติบอดีมาเช่ือมติดกับพื้นผิวของอนุภาคทอง (23) 

 
วิธีการเชื่อมติดแอนติบอดีกับพื้นผิวของอนุภาคทองหรือโมเลกุลอื่น ท าได้ 2 วิธี คือ วิธีทาง

กายภาพและวิธีทางเคมี 
 

 วิธีทางกายภาพมี 3 รูปแบบ (ภาพที่ 2.12) คือ 
 
1. การเชื่อมติดด้วยแรงไฮโดรโฟบิก (Hydrophobic attraction) อาศัยแรงไฮโดรโฟบิกระหว่าง
แอนติเจนกับพื้นผิวอนุภาคทอง 
2. การเชื่อมติดด้วยประจุ (Ionic attraction) โดยอาศัยระหว่างแรงประจุลบของอนุภาคทองกับ
ประจุบวกของแอนติบอด ี
3. การเชื่อมติดด้วยแรงเดทีฟ (Dative binding) หรือพันธะโคออร์ดิเนตโควาเลนท์ โดยอาศัยแรงของ
อิเล็กตรอนระหว่างอนุภาคทองกับแอนติบอดีที่มีโมเลกุลของซัลเฟอร์ 

ส่วนวิธีทางเคมีมีหลายวิธีเช่น การใช้เทคนิคการดูดซับทางเคมี (Chemisorption) และการ
ใช้ adapter molecules หรือการใช้ตัวเช่ือมต่อ bifunctional เป็นต้น (24) 
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ภาพที่ 2. 12 แสดงวิธีการเช่ือมติดอนุภาคทองกับแอนติบอดี (ก) การเชื่อมติดด้วยแรงไฮโดรโฟบิก   

(hydrophobic attraction) (ข) การเช่ือมตดิด้วยประจุ (Ionic attraction) (ค) การ
เชื่อมติดด้วยแรงเดทีฟ (Dative binding) (24) 

 
 

2.6 เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
 
Zhao และคณะ (2008) ได้ตรวจหาคลอร์ เททระไซคลินตกค้างในเนื้ อสัตว์ โดยใช้            

โพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อคลอร์เททระไซคลิน  ที่ผลิตจากการฉีดกระตุ้นภูมิคุ้มกันกระต่าย           
โดยโพลีโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตได้ มีความไว IC50 เท่ากับ 15 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร และ สามารถ
วัดคลอร์เททระไซคลินในบัฟเฟอร์ได้อยู่ในช่วง 0.1-312.5 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร เมื่อน ามาตรวจหา
คลอร์เททระไซคลิน ในอาหารโดยวิธี ELISA พบว่าความเข้มข้นที่น้อยที่สุดที่สามารถตรวจพบคือ 
1.18 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร นอกจากนั้นได้เปรียบเทียบกับวิธี HPLC พบว่าวิธี ELISA มีความไว 
ความจ าเพาะและมีความน่าเชื่อถือในการตรวจวัดคลอร์เททระไซคลินตกค้างในอาหารเบื้องต้น (25) 

Le และคณะ (2011) ได้ตรวจหาคลอร์เททระไซคลินตกค้างในเนื้อสัตว์โดยผลิตโมโนโคลนอล
แอนติบอดีต่อคลอร์เททระไซคลินที่ได้จากการฉีดกระตุ้นภูมิคุ้มกันหนู โดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่
ผลิตได้ มีความไว IC50 เท่ากับ 0.66 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร เมื่อน ามาตรวจวัดคลอร์เททระไซคลินใน
เนื้อไก่โดยวิธี ELISA ได้ต่ าสุด 0.06 นาโนกรัมต่อกรัม, %recovery เท่ากับ 7.8-92.2 และ %CV 
เท่ากับ 3.2-9.5 และในตับไก่ตรวจวัดขั้นต่ าได้ 0.07 นาโนกรัมต่อกรัม, %recovery เท่ากับ 80.3-9.2 
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และ %CV เท่ากับ 6.5-10.2 และวิธีแถบทดสอบ ตรวจวัดขั้นต่ าได้ 0.12 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร 
สามารถตรวจวัดคลอร์เททระไซคลินในเนื้อไก่และตับไก่ ได้ต่ าสุด 80 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร 
%recovery ในเนื้อไก่ เท่ากับ 79.0-88.6 ในตับเท่ากับ75.2-87.0 โดยใช้เวลาประเมินผลภายใน  
10 นาที และเมื่อตรวจสอบคลอร์เททระไซคลินตกค้างในตัวอย่างด้วยวิธี HPLC เมื่อเปรียบเทียบกัน
ทั้ง 3 วิธี พบว่าทั้ง 3 วิธีให้แนวโน้มไปทิศทางเดียวกัน (26) 

Taranova และคณะ (2015) ได้พัฒนาแถบทดสอบส าหรับตรวจหาเททระไซคลินตกค้างใน
น้ านมโดยใช้โพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อเททระไซคลินโดยใช้แถบทดสอบในรูปแข่งขัน ซึ่งสามารถ
ตรวจวัดเททระไซคลินได้ในช่วง 60 พิโคกรัมต่อมิลลิลิตร ถึง 10 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร และมีค่า  
% recovery อยู่ในช่วง 90-112% (27) 

Chen และคณะ (2016) ได้ท าการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อเททระไซคลินและพัฒนา
วิ ธี  ELISA และแถบทดสอบ ในการตรวจวัด เท ท ระไซคลิ น  ออกซี เท ท ระไซคลิ น  และ                
คลอร์เททระไซคลินตกค้างในนมและน้ าผึ้ง โดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อเททระไซคลินมีค่า IC50 
เท่ากับ 0.72 นาโนกรัมต่อมิลลิตรและเกิดปฏิกิริยาข้ามกับสารในกลุ่ม เททระไซคลิน  ได้แก่         
ออกซีเททระไซคลิน (21.9%), คลอร์เททระไซคลิน (10.9%), ดอกซีไซคลิน (7%) เดเมโคลไซคลิน 
(22.6%) และ เมตาไซคลิน (4%)  โดยวิธี ELISA สามารถตรวจวัดเททระไซคลิน ได้ในช่วง 0.26–
2.00 ไมโครกรัมต่อลิตร %recovery ของ เททระไซคลิน ออกซีเททระไซคลิน และ คลอร์เททระ
ไซคลิน ในนมเท่ากับ 82–102, 91–105, และ 90–101 ตามล าดับและในน้ าผึ้งเท่ากับ 88–101, 89– 
101, และ 89–95 ตามล าดับ วิธี ICA ค่า cutoff values ของ เททระไซคลิน ออกซีเททระไซคลิน 
และคลอร์เททระไซคลินในนมเท่ากับ 15, 15, และ 50 มิลลิกรัมต่อลิตรตามล าดับ และในน้ าผึ้ง
เท่ากับ 40, 40, และ 40 มิลลิกรัมต่อลิตร ผลที่ได้จากวิธี ELISA และ ICA สามารถน าไปประยุกต์ใช้
ในการตรวจวัดเททระไซคลิน ออกซีเททระไซคลิน และคลอร์เททระไซคลินในนมผึ้ง เนื่องจากมีความ
ไวและรวดเร็วในการตรวจวัด (28)  

Naik และคณะ (2018) ได้พัฒนาแถบทดสอบในการตรวจวัดออกซีเททระไซคลินตกค้างใน
น้ านม โดยใช้แถบทดสอบรูปแบบแข่งขัน โดยใช้โพลีโคลนอลแอนติบอดีที่มีความจ าพาะต่อ        
ออกซีเททระไซคลินที่ท าให้บริสุทธิ์และศึกษาลักษณะสมบัติเบื้องต้นโดยวิธี ทดสอบโดยการ spiked 
ออกซีเททระไซคลินลงในตัวอย่างน้ านม อ่านผลภายใน 5 นาทีจากผลการทดลองพบว่าแถบทดสอบ
สามารถตรวจวัดออกซเีททระไซคลิน ตกค้างในน้ านมได้ต่ าสุด 30 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร (29) 
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บทที่ 3 
 

อุปกรณ์และวิธกีารด าเนินการวิจัย 
 
3.1 สัตว์ทดลองและเซลล์ทีใ่ช้ในงานวิจัย 

สัตว์ทดลองและเซลล ์ แหล่งที่มา 

หนู ICR (outbred strain) เพศเมีย อายุ 
8 สัปดาห ์

ศูนย์สัตว์ทดลอง จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
ใบอนุญาตใช้สตัว์ เลขที่ 1673031 

เซลล์ไมอีโลมา P3X สถาบันวิจัยเทคโนโลยีชีวภาพและวิศวกรรมพันธุ
ศาสตร ์

 

3.2 เครื่องมือและอุปกรณท์ีใ่ช้ในงานวิจัย 
วัสดุอุปกรณ ์ แหล่งที่มา 

1. เครื่องมือ 
กล้องจุลทรรศน์ชนิดหัวกลับ  Nikon ,Tokyo, Japan 

คอลัมน์ Hitrap Protein G Sepharose  GE Healthcare, Sweden 

เครื่องกวนแม่เหล็ก (Hot plate magnetic 
stirrer) 

Corning, USA 

เครื่องนึ่งฆ่าเชื้อ (autoclave) Udono-Rll memmert, Japan 
เครื่องชั่ง (Electronic balance) รุ่น PG 4002-
s และ รุ่น AG204 

Mettle Toledo Co., Ltd., Switzerland 

เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง (Multi-detection 
microplate reader ) รุ่น synergy tm HT 

BIO-TEK Instrument, Inc, USA 

เครื่องวัดความเป็นกรดเบส (pH meter) รุน่ 
Seveneasy 

Mettle Toledo Co., Ltd., Switzerland 

เครื่องปั่นเหว่ียงชนิดต้ังโต๊ะ (Top bench 
centrifuge) รุน่ MSE minor 35 

M.S.E. LTD, England 

เครื่อง Affinity Chromatography (AKTATM 
Start) 

 GE Healthcare, Sweden 
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ตู้บ่มคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2 incubator) Yamato Scientific Co., Ltd., Japan 

ตู้ปลอดเชื้อ (Iaminar flow) ISSCO รุ่น HS-
124 

International Scientific Supply Co., Ltd., 
Thailand 

ปิเปตอัตมัลติแชนแนลขนาด 300 ไมโครลิตร HLT, Warsaw, Poland 

ปิเปตอัตโนมัติขนาด 10, 200, 1,000 และ
10,000 ไมโครลิตร 

Eppendorf, Hamburg, Germany 

อ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ (water bath) รุ่น WB7 Memmert, Germany 

2. อุปกรณ ์

กระบอกฉีดยาขนาด 1, 10 มิลลิลิตร Nipro, Ayutthaya, Thailand 

เข็มขนาด 18G และ 21G Nipro,Thailand 
ขวดแก้ว  Boro, Germany 

จานทดสอบ ELISA 96 หลุม Corning, USA 

จานเลี้ยงเซลลช์นิด 96 หลุม, 48 หลุม และ 24 
หลุม 

Coster, USA 

ถุง dialysis CelluSep, USA 
ทิปขนาด 10, 200, 300, 1,000 และ 10,000 
ไมโครลิตร Axygen,Union city, California 

ปิเปตแก้ว   HBG, Germany 

หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร Axygen,Union city, California 

หลอดทดลองขนาด 15และ 50 มิลลิลิตร Axygen,Union city, California 
 

3.3 สารเคมีทีใ่ช้ในงานวิจัย 

สารเคม ี แหล่งที่มา 

Acetic acid Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri 

Albumin, from bovie serum (BSA) Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri 

Albumin, from chicken egg white (OVA) Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri 

BCA Protein Assay Kit Thermo Scientific, Rockford, Illinois 
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Chlotetracycline hydrocholine (CTC) Fluka, Luoyang, China 

D-glucose Sigma-Aldrich, USA 

Dimethylformamide (DMF) Merck, Darmstadt, Germany 

Dimethylsulfoxide (DMSO) Merck, Darmstadt, Germany 

Di-sodium hydrogen phosphate 
(Na2HPO4) 

Merck, Darmstadt, Germany 

Doxycycline (DTC) Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri 

Ethanol Merck, Darmstadt, Germany 

Fetal bovine serum (FBS) Biochrom, Berlin, Germany 

40% formaldehyde Carlo Erba, Milan, Italy 

Freund’s complete adjuvant (FCA) Sigma-Aldrich, USA 

Freund’s incomplete adjuvant (FIA) Sigma-Aldrich, USA 

Gentamicin  T. P. drug laboratories, Thailand 

Glycine Sigma-Aldrich, USA 
Goat anti mouse IgG (GAM) Jackson Immuno, West Grove, 

Pennsylvania 
Goat anti mouse IgG-Horseradish 
peroxidase conjugate (GAM-HRP) 

Jackson Immuno, West Grove, 
Pennsylvania 

Hydrochoric acid (HCl) Merck, Darmstadt, Germany 

30% Hydrogen peroxide (H2O2) Merck, Darmstadt, Germany 

Hypoxanthine Sigma-Aldrich, USA 
ISF-1 medium  Biochrom, Berlin, Germany 

Methanol Merck, Darmstadt, Germany 

2-(N-morpholino)ethansulfonic acid 
(MES) 

Fluka, China 

Norfloxacin sigma aldrich,USA 

Oxytetracycline dehydrate (OTC) Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri 
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Penicilin  Sigma-Aldrich, USA 

Polyethylene glycol (PEG) Sigma-Aldrich, USA 

Potassium citrate Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri 

Pyruvic acid Sigma-Aldrich, USA 

RPMI 1640 medium Biochrom, Berlin, Germany 

Skim milk Anline, Bangkok, Thailand 

Sodium bicarbonate (NaHCO3) Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri 

Sodium carbonate (Na2CO3) Merck, Darmstadt, Germany 

Sodium chloride (NaCl) Merck, Darmstadt, Germany 

Sodium dihydrogen phosphate 
(NaH2PO4) 

Carlo Erba, Milan, Italy 

Sodium hydroxide (NaOH) Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri 

Sodium pyruvate Sigma-Aldrich, USA 

Sulfuric acid (H2SO4) Merck, Darmstadt, Germany 

Tetracycline hydrochloride (TC) sigma aldrich,USA 

3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine (TMB)  Sigma aldrich,USA 

Thimerosal Sigma aldrich,USA 

Thymidine Sigma-Aldrich, USA 
Tween-20 Sigma-Aldrich, Gllinyham, UK 
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3.4 วัสดุส าหรับท าแถบทดสอบ 
วัสด ุ แหล่งที่มา 

ตลับพลาสติกส าหรับแถบทดสอบ (Plastic 
cassette) 

DCN, Carlsbad, California 

ไนโตรเซลลูโลส เออี 99 (Nitrocellulose 
membrane AE99 ) 

Whatman, Kent, UK 

แผ่นคอตตอน ซีเอฟ 7 (Cotton linter CF 7) Whatman, Kent, UK 
แผ่นใยแก้ว จีเอฟ 33 (Fiberglass GF 33) Whatman, Kent, UK 
แผ่นใยแก้ว สแตนดาร์ด 17 (Standard 17) Whatman, Kent, UK 
แผ่นรองพลาสติก (Plastic backing card) DCN, Carlsbad, Califonia 
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3.5 วิธีด าเนินงานวิจัย 
 
3.5.1 การเชื่อมคลอรเ์ททระไซคลินกับโปรตีนพาหะ 

 

3.5.1.1 การเชื่อมคลอรเ์ททระไซคลินกับโปรตีนพาหะ 

 

ท าการเชื่อมติดคลอร์เททระไซคลิน (chlortetracycline; CTC) กับโปรตีนพาหะ Bovine 
serum albumin; BSA ส าหรับฉีดกระตุ้นภูมิคุ้มกันหนู (CTC-BSA) และ โปรตีนพาหะ Ovalbumin; 
OVA ส าหรับเคลือบหลุมจาน ELISA (CTC-OVA) โดยใช้ปฏิกิริยา Mannich (ภาพที่ 3.1) น าคลอร์
เททระไซคลิน 10 มิลลิกรัมละลายในน้ ากลั่น 1 มิลลิลิตรผสมกับสารละลายโปรตีนพาหะ 10 
มิลลิกรัมที่ละลายอยู่ใน 0.1 M 2-(N-morpholino) ethansulfonic acid; MES pH 4.7 ที่มี โซเดียม
คลอไรด์ (sodium chloride) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เติม 37% (v/v) ฟอร์มัลดีไฮด์ (Formaldehyde) 
250 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิห้องในที่มืดทิ้งให้เกิดปฏิกิริยาข้ามคืน จากนั้นการท าไดอะไลซิสใน
บัฟเฟอร์ 0.01 M โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (phosphate buffer saline; PBS) pH 7.4 เป็นเวลา 3 
วัน ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส หาปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Bicinchoninic Acid Assay (BCA assay) 
(30) 

 
 
 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 3. 1 การเช่ือมคลอร์เททระไซคลินกบัโปรตีนพาหะ (BSA หรือ OVA) โดยปฏิกิริยา Mannich    

(31)  
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3.5.1.2 การวดัปริมาณโปรตีน 
 
ท าการหาปริมาณโปรตีนหลังจากเชื่อมต่อคลอร์เททระไซคลินกับโปรตีนพาหะด้วยวีธี BCA 

assay โดยใช้ชุดทดสอบ BCATM Protein Assay kit ของบริษัท Pierce โดยท าการเจือจางโปรตีน
มาตรฐาน BSA ให้มีความเข้มข้น 0, 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 และ 1.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ด้วย
บัฟเฟอร์ PBS และสารตัวอย่างจะถูกเจือจางในอัตราส่วน 1:2, 1:4 และ 1:6 จากนั้นเตรียม working 
reagent โดยการผสม reagent A กับ reagent B ในอัตราส่วน 50:1 (v/v) เติมสารละลายโปรตีน
มาตรฐานและสารตัวอย่างที่เจือจางแต่ละความเข้มข้นลงในจานทดสอบ 96 หลุม หลุมละ 25 
ไมโครลิตร เติม working reagent 200 ไมโครลิตร ลงไปในหลุมที่มีโปรตีนมาตรฐานและสารตัวอย่าง 
บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
560 นาโนเมตร ค านวณหาปริมาณโปรตีนจากกราฟมาตรฐาน  

 
3.5.1.3 การหาอัตราส่วนการเชื่อมติด (molar ratio) ของคลอรเ์ททระไซคลินเชื่อมกับ

โปรตีนพาหะ  
 
น าสารละลาย CTC, BSA, OVA, CTC-BSA และ CTC-OVA วัดค่าการดูกลืนแสงในช่วง 

200-400 นาโนเมตร ค านวณหาอัตราส่วนการเชื่อมติดของ CTC ที่เชื่อมกับโปรตีนพาหะ BSA และ 

OVA จากค่าสัมประสิทธิ์การดูดกลืนแสง (absorbance coefficient; ) จากสูตร (28) 
 
 

โมเลกุลการเชื่อมติด CTC กับโปรตีนพาหะ =
 CTC โปรตีนพาหะ -โปรตีนพาหะ

 CTC
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3.5.2 การผลติโมโนโคลนอลแอนติบอด ี

 

3.5.2.1 การฉดีกระตุ้นหนูทดลอง (Immunization) 
 
ท าการฉีดกระตุ้นภูมิคุ้มกันหนูทดลองสายพันธุ์ ICR เพศเมีย อายุ 8 สัปดาห์ ด้วย CTC-BSA 

ปริมาณ 50 ไมโครกรัมต่อหนู  โดยการฉีดกระตุ้นครั้งแรกจะใช้  CTC-BSA ผสมกับ Freund’s 
complete adjuvant (FCA) ในอัตราส่วน 1:1 โดยฉีดเข้าภายในช่องท้องหนู และท าการฉีดกระตุ้น
ซ้ าอีก 3 ครั้ง ทุกๆ 2 สัปดาห์ โดยผสมแอนติเจนกับ Freund’s incomplete adjuvant (FIA) ใน
อัตราส่วน 1:1 หลังจากนั้น 7 วัน ท าการเจาะเลือดจากแก้มหนู (Facial vein) หลังจากเลือดแข็งตัว 
เก็บส่วนใสซึ่งเป็นส่วนซีรัมมาทดสอบหาระดับของแอนติบอดี (antibody titer) ด้วยวิธี Indirect 
competitive ELISA ฉีดกระตุ้นครั้งสุดท้ายด้วย CTC-BSA ที่ไม่ผสม FIA ก่อนท าการหลอมรวมเซลล์ 
3 วัน  

 
3.5.2.2 การเตรียมเซลล์มัยอิโลมา (myeloma cell) 
 
น าเซลล์มัยอิโลมาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ไฮบริโดมาที่มี 15 % Fetal bovine serum 

(FBS) เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ก่อนวันหลอมรวมเซลล์ 1 วัน ในวันหลอมรวมเซลล์น าไปปั่นเหวี่ยงที่ 
1,500 rpm เป็นเวลา 5 นาที เทส่วนของอาหารเลี้ยงเซลล์ทิ้ง ละลายตะกอนเซลล์ด้วยอาหารเลี้ยง
เซลล์ไฮบริโดมาเพ่ือเตรียมไปหลอมรวมกับเซลล์ม้าม 

 
3.5.2.3 การเตรียมเซลล์ม้าม (Spleen cell) 
 
การุณยฆาตหนูทดลองโดยใช้ก๊าซคาร์บอนไดออกไซต์ เก็บเลือกจากหัวใจเพื่อเก็บซีรัมไว้ใช้

ต่อไปท าการผ่าเอาม้ามโดยวิธีปลอดเชื้อท าความสะอาดม้ามด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ไฮบริโดมาที่มี 
gentamycin บดม้ามให้ละเอียดโดยใช้ด้ามหลอดฉีดยา น าไปปั่นเหวื่ยงที่ 1,500 rpm เป็นเวลา 5 
นาที เทส่วนของอาหารเลี้ยงเซลล์ทิ้ง ละลายตะกอนเซลล์ด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ไฮบริโดมาเพื่อเตรียม
ไปหลอมรวมกับเซลล์มัยอิโลมา 
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3.5.2.4 การหลอมรวมเซลล ์(Fusion)  
 
น าเซลล์ม้ามจากข้อ 3.5.2.3 และเซลล์มัยอีโลมาจากข้อ 3.5.2.2 มาผสมกันในอัตราส่วน 1:2

น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 1500 รอบต่อนาที 5 นาที เทส่วนใสออก ค่อยๆ หยดโพลีเอทีลีนไกลคอล 
(Polyethyleneglycol; PEG) ที่ มีมวลโมเลกุล 3,000-3,700 ดาลตัน ความเข้มข้น 50% (v/v) 
ปริมาณ 1 มิลลิลิตร ภายใน 1 นาที เติมอาหารเลี้ยงเซลล์ไฮบริโดมาเพื่อเจือจาง PEG น าไปปั่นเหวี่ยง
ที่ความเร็ว 1500 รอบต่อนาที นาน 5 นาที เทส่วนใสทิ้ง ท าเช่นนี้ 2 ครั้ง จากนั้นน าตะกอนเซลล์ใส่
ในอาหารเลี้ยงเซลล์ไฮบริโดมาที่มี aminopterin hypoxanthin thymidine และ 15% FBS ท าการ
กระจายเซลล์ลงในจานเลี้ยงเซลล์ขนาด 96 หลุมจ านวน 15 plate บ่มในตู้บ่มที่มี 5% CO2 อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส จากนั้น 7 วัน เปลี่ยนเป็นอาหารเลี้ยงเซลล์ไฮบริโดมาชนิด HT ที่มี 15% FBS และ
เมื่อพบว่าเซลล์ไฮบริโดมาเจริญได้ประมาณ 2/3 ของพ้ืนที่ก้นหลุมและสีอาหารเลี้ยงเซลล์เปลี่ยนเป็นสี
เหลืองให้น าอาหารเลี้ยงเซลล์มาตรวจหาแอนติบอดีโดยต่อคลอร์เททระไซคลินด้วยวิธี indirect 
ELISA และ indirect competitive ELISA  
 

3.5.2.5 การคัดเลือกเซลล์ไฮบริโดมา 
 
ก. การคัดเลือกเซลล์โดยวิธี indirect ELISA 
 
ท าการเคลือบพื้นหลุมของจาน ELISA ชนิด 96 หลุม ด้วย CTC-OVA เข้มข้น 5 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ทิ้งไว้ข้ามคืน ล้างส่วนเกินด้วย
บัฟเฟอร์ PBS ที่มี Tween20 (PBS-T) ความเข้มข้น 0.05% (w/v) หลุมละ 300 ไมโครลิตร จ านวน 
3 ครั้ง เติมสารละลายนมพร่องมันเนย (skim milk) ใน PBS ความเข้มข้น 5 %(v/v) หลุมละ 300 
ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ล้างด้วย PBS-T จ านวน 3 ครั้ง เติมอาหารเลี้ยง
เซลล์หลุมละ 100 ไมโครลิตร น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ล้างด้วย 
PBS-T จ านวน 3 ครั้ ง จากนั้น เติมแอนติบอดีทุติยภูมิที่ ถูกเชื่อมกับ เอนไซม์  horse radish 
peroxidase (GAM-HRP) อัตราการเจือจาง 1:10,000 หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มที่  37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ล้างด้วย PBS-T จ านวน 3 ครั้ง เติมสารละลายสับสเตรทของเอนไซม์ 
HRP ซึ่งประกอบด้วย 3,3’,5,5’ -tetramethylbenzidine (TMB) และ H2O2 ละลายอยู่ใน 0.2 M 
บัฟเฟอร์ซิเตรท (Citrate buffer) pH 4.0 หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิห้องในที่มืด เป็น
เวลา 15 นาที จากนั้นหยุดปฏิกิริยาเอนไซม์โดยเติม  1 M กรดซัลฟิวริก (H2SO4) หลุมละ 100 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 41 

ไม โครลิตร จากนั้ นวัดค่ าการดูดกลืนแสงที่ ความยาวคลื่ น  450 นาโน เมตร ด้ วย เครื่อ ง 
microtiterplate reader  
 

ข. คัดเลือกขั้น 2 โดยวิธี Indirect competitive ELISA 
 
เพื่อทดสอบหาแอนติบอดีที่สามารถจับกับคลอร์เททระไซคลินในรูปอิสระ ท าการเคลือบพื้น

หลุมของจาน ELISA ชนิด 96 หลุม ด้วย CTC-OVA บ่มที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ทิ้งไว้ข้ามคืน 
ล้างส่วนเกินด้วย PBS-T หลุมละ 300 ไมโครลิตร จ านวน 3 ครั้ง เติมสารละลาย skim milk หลุมละ 
300 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ล้างด้วย PBS-T จ านวน 3 ครั้ง เติม
สารละลาย CTC ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตรต่อมิลลิตร และ
อาหารเลี้ยงเซลล์ 50 ไมโครลิตร น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ล้างด้วย 
PBS-T จ านวน 3 ครั้ ง จากนั้น เติมแอนติบอดีทุติยภูมิที่ ถูกเชื่อมกับ เอนไซม์  horse radish 
peroxidase (GAM-HRP) อัตราการเจือจาง 1:10,000 หลุมละ 100 ไมโครลิตรบ่มที่  37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ล้างด้วย PBS-T จ านวน 3 ครั้ง เติมสารละลายสับสเตรทของเอนไซม์ 
HRP ซึ่งประกอบด้วย 3,3’,5,5’ -tetramethylbenzidine (TMB) และ H2O2 ละลายอยู่ใน 0.2 M 
Citrate buffer, pH 4.0 หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิห้องในที่มืด เป็นเวลา 15 นาที 
จากนั้นหยุดปฏิกิริยาเอนไซม์โดยเติม 1M กรดซัลฟิวริก หลุมละ 100 ไมโครลิตร จากนั้นวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ ความยาวคลื่น  450 นาโน เมตร ด้ วยเครื่อง microtiterplate reader เมื่ อ ได้ 
เซลล์ไฮบริโดมาหลุมที่สามารถผลิตแอนติบอดีต่อ CTC อิสระได้ น าเซลล์ไฮบริโดมามาแยกเป็น 
เซลล์เดี่ยวโดยวิธี limiting dilution  

 
ค. การแยกเซลล์ให้เป็นเซลล์เดี่ยวโดยวิธี limiting dilution 
 
เพื่อท าให้เซลล์ไฮบริโดมามาจากต้นก าเนิดเดียวกันโดยน าเซลล์ไฮบริโดมาที่ผลิตแอนติบอดี

ต่อ CTC อิสระ มาเจือจางให้ได้ 1 เซลล์ต่อ 1 หลุม โดยเลือกหลุมที่เกิดเป็นโคโลนีเดี่ยวในหลุม 
จากนั้นน าน้ าเลี้ยงเซลล์มาตรวจว่าเซลล์ไฮบริโดมายังสามารถสร้างแอนติบอดีต่อ CTC อิสระ ได้
หรือไม่  
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3.5.3 การท าโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหบ้ริสุทธิ ์
 
น าเซลล์ไฮบริโดมาที่ผลิตโมโนโคลนอลต่อ CTC ในรูปอิสระที่ได้มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ 

ISF-1 serum free เพื่อเพิ่มปริมาณโมโนโคลนอลแอนติบอดี แยกเซลล์ออกจากอาหารเลี้ยงเซลล์โดย
ปั่นเหวี่ยงที่ 1,500 rpm เป็นเวลา 10 นาที กรองอาหารเลี้ยงเซลล์ด้วย filter membrane ขนาด 
0.45 ไมโครเมตร จากนั้นท าให้บริสุทธิ์ด้วยวิธี protein G affinity chromatography ด้วยเครื่อง 
affinity chromatography (AKTA™ Start) โดยใช้คอลัมน์ส าเร็จรูป HiTrap Protein G ขนาด 5 
มิลลิลิตร ชะด้วย 20 mM sodium phosphate buffer pH 7.2 และปรับอัตราการไหลให้เท่ากับ 
1.0 มิลลิลิตรต่อนาทีเพื่อปรับคอร์ลัมน์ให้เข้าสู่สภาวะสมดุล เติมอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มีโมโนโคลนอล
แอนติบอดี ปริมาตร 500 มิลลิลิตร ลงไปในคอลัมน์ ล้างโปรตีนที่ไม่จับกับโปรตีน G ในคอลัมน์ด้วย 
20 mM sodium phosphate buffer pH 7.2 ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ท าการชะโมโนโคลนอล
แอนติบอดีที่จับกับโปรตีน G ให้ออกจากคอลัมน์ ด้วย 0.1 M glycine-HCl buffer pH 2.7 เก็บ
สารละลายที่ออกมาจากคอลัมน์ fraction ละ 1 มิลลิลิตร ซึ่งแต่ละหลอดมี 1 M Tris-HCl, buffer 
pH 9.0 ปริมาตร 40 ไมโครลิตร เพื่อปรับ pH ให้ประมาณ 7 โดยสารละลายแต่ละหลอดจะผ่านการ
วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตรจากเครื่อง หลังจากนั้นน าหลอดที่มีโมโน
โคลนอลแอนติบอดีมารวมกัน น าไปไดอะไลซิสใน บัฟเฟอร์ PBS และ BB  เป็นเวลา 3 วัน เติม 
0.01% thimerosal และน าไปหาปริมาณโปรตีนด้วยวิธี BCA assay  
 

3.5.4 ศึกษาลกัษณะเบื้องตน้ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
 
3.5.4.1 การหาไอโซไทป์ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี (Isotyping) 
 
ท าการเคลือบพื้นหลุมของจาน ELISA ชนิด 96 หลุม ด้วย CTC-OVA เข้มข้น 5 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสทิ้งไว้ข้ามคืน ล้างส่วนเกินด้วย
บัฟเฟอร์ PBS ที่มี Tween20 (PBS-T) ความเข้มข้น 0.05% (w/v) หลุมละ 300 ไมโครลิตร จ านวน 
3 ครั้ง เติมสารละลายนมพร่องมันเนย (skim milk) ใน PBS ความเข้มข้น 5 %(v/v) หลุมละ 300 
ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ล้างด้วย PBS-T จ านวน 3 ครั้ง เติมอาหารเลี้ยง
เซลล์หลุมละ 100 ไมโครลิตร น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ล้างด้วย 
PBS-T จ านวน 3 ครั้ง จากนั้นเติมแอนติบอดี Isotyper (BIO-RAD) ทั้ง 8 ชนิด ได้แก่ IgG1, IgG2a, 
IgG2b, IgG3, IgM, IgG kappa และ IgG Lamda อัตราการเจือจาง 1:10 หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่ม
ที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ล้างด้วย PBS-T จ านวน 3 ครั้ง Goat anti-rabbit-HRP 
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(GAR-HRP) อัตราการเจือจาง 1:,5000 หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  
1 ชั่วโมง ล้างด้วย PBS-T จ านวน 3 ครั้ง เติมสารละลายสับสเตรทของเอนไซม์ HRP ซึ่งประกอบด้วย 
3,3’,5,5’ -tetramethylbenzidine (TMB) และ H2O2 ละลายอยู่ใน 0.2 M บัฟเฟอร์ซิเตรท pH 4.0 
หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิห้องในที่มืด เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นหยุดปฏิกิริยาเอนไซม์
โดยเติม  1 M กรดซัลฟิวริก (H2SO4) หลุมละ 100 ไมโครลิตร จากนั้นวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง microtiterplate reader  

 
3.5.4.2 การทดสอบความไว (sensitivity) ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี  

 
การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจะรายงานเป็นค่าความเข้มข้นของสารที่ท า

ให้ค่าการดูดกลืนแสงลดลงครึ่งหนึ่ง (The concentration at 50% inhibition, IC50) และค่าความ
เข้มข้นของสารที่น้อยที่สุดที่สามารถตรวจวัดได้ ( limit of detection, LOD) โดยวิธี Indirect 
competitive ELISA ซึ่งจะเกิดการแย่งจับกันระหว่าง CTC อิสระในสารละลายและ CTC-OVA ที่
เคลือบอยู่ที่ก้นหลุม ค านวณเป็นค่า IC50 และ LOD จากกราฟที่ได้จากโปรแกรม GraphPad Prism 5 
โดยแกน Y คือค่า %B/B0 และแกน x คือ ค่าล็อกการิทึมของความเข้นข้นของ CTC อิสระเมื่อ B0  คือ
ค่าการดูดกลืนแสงจาก ELISA ของหลุมที่ไม่มี CTC และ B คือค่าการดูดกลืนแสงจาก ELISA ของ
หลุมที่มี CTC 
 

3.5.4.3 การทดสอบความจ าเพาะ (specificity) ของโมโนโคลนอลแอนติบอด ี
 
ทดสอบการเกิดปฏิกิริยาข้ามกลุ่มของโมโนโคลนอลแอนติบอดีกับสารในกลุ่มได้แก่ 

Tetracycline, Oxycycline, Deoxycycline, Methacycline และ Minocycline และนอกกลุ่มเทท
ระ ไซ ค ลิ น ได้ แ ก่  Chloramphenicol, Norfloxacin แ ล ะ  Sulfamethazine โด ย วิ ธี  Indirect 
competitive ELISA ซึ่งจะเกิดการแย่งจับกันระหว่างสารที่ต้องการทดสอบในรูปอิสระในสารละลาย
และ CTC-OVA ที่เคลือบอยู่ที่ก้นหลุม น าค่าการดูดกลืนแสงมาหาค่า IC50 โดยโปรแกรม GraphPad 
Prism 5 จากนั้นน าค่า IC50 ของสารแข่งขันแต่ละตัวมาค านวณหา %ปฏิกิริยาข้าม  (%Cross 
reactivity) จากสูตร 

 

%Cross reactivity =
IC50ของ CTC

IC50ของตัวแข่งขัน
×10 
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3.5.5 การประเมินประสิทธิภาพของการตรวจวัด CTC ด้วยวิธี icELISA ในตัวอย่าง
อาหาร 

 
3.5.5.1 การสร้างกราฟมาตรฐานส าหรับการตรวจวัด CTC ในตัวอย่างอาหาร  
 
น าค่าเฉลี่ยของค่าการดูดกลืนแสงที่ได้จากการท าการทดสอบหาความไวด้วยวิธี icELISA มา

สร้างกราฟโดยใช้ โปรแกรมส าเร็จรูป GraphPad Prism ver. 5.0 โดยให้แกน X เป็นอกการิทึมของ
ความเข้มข้นของ CTC ในรูปแบบอิสระ และแกน Y คือ %B/B0 จากนั้นท าการเลือกช่วงความเข้มข้น
ของ CTC ที่สามารถสร้างกราฟเส้นตรงได้ จึงเรียกกราฟเส้นตรงนี้ว่า กราฟมาตรฐาน ซึ่งกราฟ
มาตรฐานที่ได้นี้ใช้ส าหรับการค านวณหา CTC ในตัวอย่างอาหารน้ านมและน้ าผึ้งต่อไป 
 

3.5.5.2 การศึกษาผลของแมทริกในตัวอย่างน้ านม 
 
เตรียมน้ านม มาปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 30 นาที เก็บส่วนใสมาท าการเจือจางสารละลายที่ระดับการเจือจาง 5, 10, 20 และ 40 เท่า 
ท าการเติม CTC ให้มีความเข้มข้นสุดท้าย เท่ากับ 0.03, 0.06, 0.12, 0.24, 0.48 31.2, 0.97, 1.95, 
3.9, 7.8, 15.6 นาโนกรัมต่อมิลลิลิลิตร ท าการตรวจวัดด้วยวิธี icELISA น าค่าการดูดกลืนแสงที่ได้มา
สร้างกราฟ โดยให้แกน X เป็นค่าความเข้มข้นของ CTC ที่เติมลงไปในตัวอย่าง และแกน Y เป็นค่า 
%B/B0 โดยเทียบกับกราฟมาตรฐานของ CTC ที่ละลายใน PBS  

 

3.5.5.3 การตรวจวัดปริมาณ CTC ในตัวอย่างน้ านม 
 

เตรียมน้ านม มาปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 30 นาที เก็บส่วนใสมาท าการเจือจางสารละลายที่ระดับการเจือจางที่คัดเลือกไว้ ท าการ
ตรวจวัดด้วยวิธี icELISA น าค่าการดูดกลืนแสงที่ได้มาค านวณความเข้มข้นโดยเทียบกับกราฟ
มาตรฐาน พร้อมทั้งวิเคราะห์หาค่าความถูกต้องและความแม่นย า โดยเตรียมความเข้มข้นละ 3 ซ้ า
และท าการทดลองทั้งหมด 3 ครั้ง ศึกษาความแปรปรวนของการทดลองซ้ าในครั้งเดียวกัน (intra-
variation assay) และท าการทดลองซ้ าในระหว่างครั้งการทดลอง (inter-variation assay) น าไปหา
ค่าความแม่นย าจาก % coefficient of variation (%CV) 
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3.5.5.4 การศึกษาผลของแมทริกในตัวอย่างน้ าผึ้ง 
 
 เตรียมน้ าผึ้งมาเจือจางที่ระดับการเจือจาง 5, 10, 20 และ 40 เท่า เติม CTC ให้มีความ
เข้มข้นสุดท้าย เท่ากับ 31.2, 15.6, 7.8, 3.9 1.95, 0.97, 0.48, 0.24, 0.12, 0.06, 0.03 นาโนกรัม
ต่อมิลลิลิตร ท าการตรวจวัดด้วยวิธี icELISA น าค่าการดูดกลืนแสงที่ได้มาสร้างกราฟ โดยให้แกน X 
เป็นค่าความเข้มข้นของ CTC ที่เติมลงไปในตัวอย่าง และแกน Y เป็นค่า %B/B0 โดยเทียบกับกราฟ
มาตรฐานของ CTC ที่ละลายใน PBS 
 

3.5.5.5 การตรวจวัดปริมาณ CTC ในตัวอย่างน้ าผึ้ง 
 
 เตรียมน้ าผึ้งมาเจือจางที่ระดับการเจือจางที่คัดเลือกไว้ เติม CTC ให้มีความเข้มข้นสุดท้าย
เท่ากับ 0, 5, 10, 20, 40 และ 80 นาโนกรัมต่อกรัม ท าการตรวจวัดด้วยวิธี icELISA น าค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ได้มาค านวณความเข้มข้นโดยเทียบกับกราฟมาตรฐาน พร้อมทั้งวิเคราะห์หาค่าความ
ถูกต้องและความแม่นย า โดยเตรียมความเข้มข้นละ 3 ซ้ าและท าการทดลองทั้งหมด 3 ครั้ง ศึกษา
ความแปรปรวนของการทดลองซ้ าในครั้งเดียวกัน (intra-variation assay) และท าการทดลองซ้ าใน
ระหว่างครั้งการทดลอง (inter-variation assay) น าไปหาค่าความแม่นย าจาก % coefficient of 
variation (%CV) 
 

3.5.6 การเตรียมแถบทดสอบต้นแบบ 

 

 3.5.6.1 การศึกษาสัดส่วนความเข้มขน้ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีและอนุภาคทองค าที่
เหมาะสม 
 

น าสารละลายอนุภาคทองค า (Colloidal gold) ขนาด 40 นาโนเมตร มาปรับ pH ให้เท่ากับ 
8.2 ด้วย 0.2 M Na2CO3 pH 9.0 เตรียมโมโนโคลนอลแอนติบอดีให้มีความเข้มข้นในช่วง 0–200 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ด้วย 2 mM sodium borate buffer (BB), pH 9.0 เติมลงในจานชนิด 96 
หลุม หลุมละ 20 ไมโครลิตร เติมสารละลายอนุภาคทองค า ที่ปรับ pH แล้ว 200 ไมโครลิตร บ่มที่
อุณหภูมิห้องบนเครื่องเขย่าเป็นเวลา 1 ชั่วโมง หลังจากนั้นเติม 10% NaCl ลงไปหลุมละ 80 
ไมโครลิตร แล้วน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 520 นาโนเมตร พิจารณาจากความ
เข้มข้นของโมโนโคลนอลแอนติบอดทีี่ต่ าที่สุดที่ให้ค่าดูดกลืนแสงสูงสุด 
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3.5.6.2 การเตรียมอนุภาคทองที่ติดฉลากกับโมโนโคลนอลแอนตบิอดี (MAb-Colloidal 
gold) 

 
น าสารละลายอนุภาคทองค า pH 8.2 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เติมโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่

เหมาะสมจากข้อ 3.4.6.1 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร (อัตราส่วน10:1) เขย่าที่อุณหภูมิห้อง บนเครื่องเขย่า
เป็นเวลา 1 ชั่วโมง เติมสารละลาย 5% BSA เขย่าที่อุณหภูมิห้องบนเครื่องเขย่าเป็นเวลา 1 ชั่วโมง 
จากนั้นน าสารละลาย MAb-Colloidal gold ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 25,000 xg ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส ดูดส่วนใสทิ้งไป ละลายตะกอน MAb-Colloidal gold ด้วยบัฟเฟอร์ BB 1 มิลลิลิตร 
จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงอีกครั้งเพื่อล้างส่วนที่ไม่เชื่อมติดท าซ้ าทั้งหมด 3 ครั้ง ครั้งสุดท้ายละลาย
ตะกอนกลับด้วย 2% ซูโครส 1 มิลลิลิตรที่ละลายในบัฟเฟอร์ BB จากนั้นน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 
400-800 นาโนเมตร 
 

3.5.6.3 การเตรียมส่วนประกอบของแถบทดสอบ 
 
ก. การเตรียม sample pad และ absorbent pad 
 
น าแผ่น sample pad (standard 17) และ absorbent pad (CF7) อบที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ก่อนน ามาใช้งาน 
 
ข. การเตรียม conjugate pad 
 
น าแผ่นใยแก้ว GF 33 มาบล็อกด้วยสารละลาย BSA ความเข้มข้น 1% (w/v) ในสารละลาย 

บัฟเฟอร์ PB เป็นเวลา 15 นาที อบให้แห้งที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง น าโมโน
โคลนอลแอนติบอดีที่ติดอนุภาคทองค าพ่นลงบนแผ่น  Conjugate pad ด้วยอัตราการพ่น 5 
ไมโครลิตรต่อเซนติเมตร อบให้แห้งที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  
 

ค. การเตรียม analytical pad 
 
น าแผ่นไนโตรเซลลูโลสติดบนแผ่นรองพลาสติก น าไปอบที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 15 นาที ก่อนน าไปพ่นเส้นทดสอบ T-line คือ CTC-BSA และเส้นควบคุม C-line คือ GAM 
ด้วยเครื่อง Dispense Platform (Biodot) อัตราการพ่น 1 ไมโครลิตรต่อเซนติเมตร  
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ง. การประกอบแถบทดสอบ 
 
น า absorbent pad ติดลงบน plastic backing card โดยให้ปลายด้านล่างเหลื่อมทับกับ 

analytical pad จากนั้ น ติ ด  conjugate pad ที่ พ่ น ด้ วย  colloidal gold ให้ ด้ านบน เกยทั บ 
analytical pad และติด sample pad ให้ด้านบนเกยทับ conjugate pad จากนั้นน ามาตัดให้มี
ขนาด 4×25 มิลลิเมตร ด้วยเครื่องตัดแถบทดสอบ Guillotine Cutter (Biodot)  

 
3.5.6.4 การทดสอบและการแปลผล 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 3. 2 การแปลผล 

 
เมื่อหยดสารละลายตัวอย่างที่ต้องการทดสอบหยดลงในช่องใส่ตัวอย่าง สารละลายจะ

เคลื่อนที่ไปยังบริเวณ conjugate pad ถ้าในสารละลายตัวอย่างมีแอนติเจนที่ต้องการทดสอบ 
แอนติบอดีที่ติดฉลากด้วยอนุภาคทองจะจับกับแอนติเจน จากนั้นสารละลายจะเคลื่อนที่ไปยังบริเวณ
เส้น T-line ซึ่งเป็นบริเวณที่ถูกตรึงด้วยแอนติเจน เนื่องจากแอนติบอดีที่ติดฉลากด้วยอนุภาคทองจับ
กับแอนติเจนในสารละลายตัวอย่างท าให้ไม่สามารถส าหรับจับกับแอนติเจนบริเวณ T-line จึงไม่
ปรากฏแถบสีที่บริเวณ T-line เมื่อสารละลายเคลื่อนที่ไปบริเวณ C-line ซึ่งบริเวณนี้ถูกตรึงด้วย
แอนติบอดีที่จ าเพาะต่อแอนติบอดีที่ติดฉลากด้วยทองจึงปรากฏเป็นแถบสีที่บริเวณ C-line โดยจะ
แปรผลด้วยตาเปล่า ถ้าบริเวณ  analytical membrane ปรากฏแถบสีที่บริเวณ C-line แถบเดียว 
แสดงว่าให้ผลบวก (Positive) สารละลายตัวอย่างมีแอนติเจนที่ต้องการตรวจสอบ ในทางกลับกันถ้า
บริเวณ  analytical membrane ปรากฏแถบสี 2 แถบที่บริเวณ T-line และ C-line แสดงว่าให้ผล
ลบ (Negative) สารละลายตัวอย่างไม่มีแอนติเจนที่ต้องการตรวจสอบ ในกรณีที่แถบทดสอบปรากฏ
แถบสีเดียวที่ T-line หรือไม่ปรากฏสีเลย แสดงว่าแถบทดสอบนั้นมีปัญหาไม่สามารถแปลผลได้  
(ภาพที่ 3.2) 

ผลบวก     ผลลบ       ไมส่ามารถแปลผลได้  

ช่องใส่ตัวอย่าง 
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3.5.6.5 การหาสภาวะที่เหมาะสมของแถบทดสอบ 
 
ก. การหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ CTC-BSA ที่บริเวณ T-line และ GAM ที่บริเวณ  

C-line 
 
พ่นเส้นทดสอบ T-line ด้วย CTC-BSA ความเข้มข้น 0.25, 0.5, 0.75 และ 1 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร และเส้นควบคุม C-line ด้วย goat anti-mouse antibody (GAM) ความเข้มข้น 0.25 
และ 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ด้วยเครื่อง Dispense Platform (Biodot) อัตราการพ่น 1 
ไมโครลิตรต่อเซนติเมตร จากนั้นน าไปอบที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 15 นาที  

 
3.5.6.6 การหาค่าความไวของแถบทดสอบ 
 
เตรียมสารละลาย CTC ให้มีความเข้มข้น 0-80 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร หยดลงแถบทดสอบ

ปริมาตร  100 ไมโครลิตร โดยประเมินด้วยตาเปล่า หาค่า cut off คือค่าความเข้มข้นที่น้อยที่สุดที่ท า
ให้ความเข้มสีของเส้น T line หายไป และค่า Visual Limit of Detection (VLOD) คือค่าความ
เข้มข้นที่น้อยที่สุดที่ยังคงเห็นสีของเส้น T line ด้วยตาเปล่า จากนั้นอ่านค่าความเข้มสีจากโปรแกรม 
ImageJ รุ่น 1.47 m น ามาสร้างกราฟมาตรฐานของ CTC และหาค่า LOD จากกราฟมาตรฐานโดย
พิจารณาจาก % การลดลงของสีที่ 20 % 
 

3.5.6.7 การหาค่าความจ าเพาะของแถบทดสอบ 
 
ทดสอบการเกิดปฏิกิริยาข้ามของแถบทดสอบกับยาปฏิชีวนะในกลุ่ม  TCs ได้แก่ 

Tetracycline (TC), Oxycycline (OTC), Doxycycline (DOX), แ ล ะ น อ ก ก ลุ่ ม  ไ ด้ แ ก่ 
Chloramphenicol, Norfloxacin และ Sulfamethazine ความเข้มข้น 0-1,000 นาโนกรัมต่อ
มิลลิลิตร ในสารละลายบัฟเฟอร์ PB-T 
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3.5.6.8 การประเมินประสิทธิภาพแถบทดสอบในตัวอยา่งอาหาร 
 
ก. การศึกษาผลของแมททริกซ์ในตัวอย่างอาหาร  
 
เจือจางน้ านมและน้ าผึ้งให้มีระดับการเจือจาง 1:2, 1:5 และ 1:10 ปิเปตสารละลายตัวอย่าง 

100 ไมโครลิตรมาทดสอบกับแถบทดสอบ พิจารณาเลือกระดับการเจือจางที่น้อยที่สุดที่ท าให้แถบสี
บริเวณ T line ใกล้เคียงกับ control 

 
ข. การหาความไวของแถบทดสอบในตัวอย่างอาหาร 
 
เตรียมตัวอย่างที่ระดับการเจือจางที่เหมาะสมจากข้อ 3.5.6.7 ก. เติมคลอร์เททระไซคลิน ให้

ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 0, 1, 3, 5, 10, 20, 40, 60, 80 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ปิเปตสารละลาย
ตัวอย่าง 100 ไมโครลิตร มาทดสอบกับแถบทดสอบ โดยประเมินด้วยตาเปล่า หาค่า cut off และค่า 
VLOD จากนั้นอ่านค่าความเข้มสีจากโปรแกรม ImageJ รุ่น 1.47 m น ามาสร้างกราฟมาตรฐานของ 
CTC และหาค่า LOD จากกราฟมาตรฐานโดยพิจารณาจาก % การลดลงของสีที่ 20 % 
 

ค. การหาค่าความถูกต้อง (accuracy) และความแม่นย า (precision) 
 
การหาค่าความถูกต้องของแถบทดสอบคลอร์เททระไซคลิน โดยน าตัวอย่างน้ านมและน้ าผึ้ง 

น าตัวอย่างที่ระดับการเจือจางที่เหมาะสมจากข้อ 3.5.6.8 ก. เติม CTC ให้ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 
0, 1, 3, 5, 10, 20, 40, 60, 80 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ปิเปตสารละลายตัวอย่าง 100 ไมโครลิตร มา
ทดสอบกับแถบทดสอบ น าไปอ่านค่าความเข้มสีด้วยโปรแกรม ImageJ รุ่น 1.47 m น าค่าความเข้มสี
ที่อ่านได้จากโปรแกรมมาเทียบกับกราฟมาตรฐานคลอร์เททระไซคลิน เพื่อค านวณหาปริมาณคลอร์
เททระไซคลิน ที่มีอยูใ่นตัวอย่าง น าไปหาค่าความถูกต้องจาก % recovery 

 
การหาค่าความแม่นย าของแถบทดสอบคลอร์เททระไซคลิน โดยเตรียมสารละลายตัวอย่างให้

ความเข้มข้นคลอร์เททระไซคลิน สุดท้ายเท่ากับ 0, 5, 10, 20, 40, 60, 80 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร โดย
เตรียมความเข้มข้นละ 3 ซ้ าและท าการทดลองทั้งหมด 3 ครั้ง ศึกษาความแปรปรวนของการทดลอง
ซ้ าในครั้งเดียวกัน (intra-variation assay) และท าการทดลองซ้ าในระหว่างครั้งการทดลอง (inter-
variation assay) น าไปหาค่าความแม่นย าจาก %CV  
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บทที ่4  
ผลการทดลอง 

 
4.1 ผลการเชือ่มคลอรเ์ททระไซคลินกับโปรตีนพาหะ 
 
เนื่องจากการศึกษาครั้งนี้ต้องการที่จะผลิตแอนติบอดีต่อ CTC ซึ่ง CTC เป็นแอนติเจนที่มี

ขนาดเล็กที่เรียกว่า เฮปเทน ท าให้ไม่สามารถกระตุ้นให้เกิดการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันเพื่อ
สร้างแอนติบอดีต่อ CTC ได้โดยตรงจึงต้องมีการเชื่อม CTC กับโปรตีนพาหะเพื่อให้มีขนาดใหญ่ขึ้น 
โดยเชื่อม CTC กับ โปรตีนพาหะ BSA (CTC-BSA) ส าหรับการฉีดกระตุ้นหนู ขณะเดียวกัน CTC ไม่
สามารถตรึงพื้นหลุมจาน ELISA ได้โดยตรงเช่นกัน ดังนั้นจึงต้องท าการเชื่อมกับโปรตีนพาหะ 
เนื่องจากในซีรัมหนูจะมีแอนติบอดีต่อทั้ง CTC และ BSA เพื่อคัดเลือกแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อ CTC 
ดังนั้นจึงเลือกโปรตีนพาหะ OVA มาเชื่อมกับ CTC (CTC-OVA) โดยในการเชื่อมต่อ CTC กับโปรตีน
พาหะใช้ปฏิกิริยา Mannich ซึ่งในปฏิกิริยาจะมีการเติม formadehyde ท าให้เกิดปฏิกิริยาเชื่อมกัน
ระหว่างหมู่เอมีนของโปรตีนพาหะกับวงฟีนอลของ CTC จากนั้นหาปริมาณโปรตีนของ CTC-BSA 
และ CTC-OVA ด้วยวิธี BCA Protein Assay Kit พบว่าปริมาณโปรตีน CTC-BSA และ CTC-OVA 
เท่ากับ 2.78 และ 2.51 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  

เมื่อท าการเชื่อมติด CTC กับโปรตีนพาหะแล้วน ามาตรวจหาอัตราส่วนการเชื่อมติดของ CTC 
กับโปรตีนพาหะ โดยวิธีการวัดค่าการดูดกลืนแสงของ CTC ก่อนและหลังเชื่อมติดโปรตีนพาหะ ( 

CTC-BSA และ CTC-OVA) โดยพิจารณาจากค่าการดูดกลืนแสงสูงสุด (max) ที่เปลี่ยนไปของ CTC 

ก่อนและหลังเชื่อมติดโปรตีนพาหะ จากการทดลองพบว่า CTC มีค่าการดูดกลืนแสงสูงสุด (max) 

เท่ากับ 275 และ 372 นาโนเมตร, BSA มีค่า max เท่ากับ 278 นาโนเมตร และ CTC-BSA มีค่า 

max เท่ากับ 275 และ 366 นาโนเมตร (ภาพที่ 4.1) OVA มีค่า max เท่ากับ 279 นาโนเมตร และ 

CTC-OVA ค่า max เท่ากับ 279 และ 372 นาโนเมตร (ภาพที่ 4.2) จากผลการทดลองพบว่า เมื่อ

เปรียบเทียบ max ของ CTC ก่อนเชื่อมโปรตีนพาหะและหลังเชื่อมโปรตีนพาหะมีค่า max ที่
เปลี่ยนแปลงไปนั่นแสดงว่ามีการเชื่อมติดระหว่าง CTC กับโปรตีนพาหะ BSA และ OVA จากนั้น
ค านวณหาอัตราส่วนการเชื่อมติดระหว่าง CTC และ BSA จากค่าสัมประสิทธิ์การดูดกลืนแสงได้
เท่ากับ 7:1 นั้นหมายถึง BSA 1 โมเลกุล มี CTC 7 โมเลกุลเชื่อมต่ออยู่ และอัตราส่วนการเชื่อมติด
ระหว่าง CTC และ OVA เท่ากับ 3:1 นั้นหมายถึง OVA 1 โมเลกุล มี CTC 3 โมเลกุลเชื่อมต่ออยู่ 
ดังนั้น สรุปได้ว่าการเชื่อมต่อระหว่าง CTC กับโปรตีนพาหะในครั้งนี้ประสบความส าเร็จ 
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ภาพที่ 4. 1 โครมาโตแกรมของ CTC 0.0625 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร ( ), BSA 2 มิลลิกรมัต่อ
มิลลิลิตร ( ) และ CTC-BSA 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ( ) 

 
 

 
 
 
 

 
 
 

 
 
ภาพที่ 4. 2 โครมาโตแกรมของ CTC 0.0625 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร ( ), OVA 2 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร ( ) และ CTC-OVA 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ( ) 
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4.2 การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอด ี

 

4.2.1 ผลการหาระดับแอนติบอดีจากซีรมัหน ู
 
เมื่อเชื่อมติด CTC กับโปรตีนพาหะ BSA น ามาฉีดกระตุ้นภูมิคุ้มกันหนูทดลองทั้งหมด 3 ตัว 

หลังการฉีดกระตุ้นครั้งที่ 4 เป็นเวลา 7 วันเจาะเลือดน าซีรัมหนูมาหาระดับแอนติบอดี (titer) และ
การสร้างแอนติบอดีต่อ CTC ด้วย Indirect ELISA พบว่าหนูทั้ง 3 ตัว มีระดับการสร้างแอนติบอดี
ในช่วง 1:128,000 - 1:256,000 (ภาพที่ 4.3) จากนั้นน ามาทดสอบหาความสามารถของแอนติบอดี
ในการจับกับ CTC อิสระโดยวิธี Indirect competitive ELISA โดยเลือกระดับความเจือจางในซีรัมที่
ให้ค่าการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร ประมาณ 1 พบว่าแอนติบอดีในซีรัมจากหนูทั้ง 3 ตัวสามารถ
จับกับ CTC อิสระได้ โดยท าให้ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ลดลง โดยมี
เปอร์เซ็นต์การแข่งขันในการแย่งจับ CTC อิสระ อยู่ในช่วง 86.58-91.39 % (ตารางที่ 4.1) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 4. 3 ระดับแอนติบอดีจากซีรัมหนูจ านวน 3 ตัวที่ได้รับการกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกัน ทดสอบโดย

วิธี indirect ELISA 
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ตารางที่ 4. 1 การทดสอบความสามารถของแอนติบอดีในซีรัมในการจับกับ CTC ในรูปอิสระ โดย       
วิธี indirect competitive ELISA 

หนูตัวที ่ ระดับความเจือจางของ
ซีรัม 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร % การแข่งขนั 
ไม่มี CTC มี CTC 

1 1:16,000 1.4520 0.1941 86.63 
2 1:32,000 1.5122 0.2029 86.58 
3 1:32,000 1.5934 0.1372 91.39 

 
 

4.2.2 ผลการหลอมรวมเซลล์และคัดเลือกเซลล์ไฮบริโดมา 
 
เมื่อท าการตรวจสอบระดับแอนติบอดีในซีรัมจากเลือดหนูแล้วพบว่าหนูทั้ ง 3 ตัวมี

ความสามารถในการผลิตแอนติบอดีต่อ CTC จึงท าการหลอมรวมเซลล์ม้ามของหนูทดลองกับเซลล์ไม
อีโลมาด้วย 50% PEG จากนั้นเลี้ยงเซลล์ในอาหารเลี้ยงเซลล์ HAT ที่มี 20% FBS เซลล์ไฮบริโด
เท่านั้นที่จะสามารถเติบโตได้หลังจากนั้น 7 วันเปลี่ยนเป็นอาหารเลี้ยงเซลล์ HT ที่มี 20% FBS 
จากนั้นเมื่อเซลล์ไฮบริโดมามีการเจริญเติบโตจนเป็นโคโลนีประมาณ 1 ใน 4 ของหลุม น าอาหารเลี้ยง
เซลล์ในหลุมที่มีไฮบริโดมามาทดสอบว่าไฮบริโดมาหลุมใดมีการสร้างแอนติบอดีโดยวิธี Indirect 
ELISA จากนั้นน าน้ าเลี้ยงเซลล์ของหลุมที่ให้ผลบวกมาทดสอบว่าเซลล์ไฮบริโดมาสร้างแอนติบอดีที่
สามารถจับกับ CTC อิสระได้หรือไม่ โดยวิธี Indirect competitive ELISA ให้ผลดังตาราง 4.2 

จากผลการหลอมรวมเซลล์ครั้งที่ 1 พบว่ามี ไฮบริโดมาที่เจริญเติบโต 356 หลุม และมีเซลล์
ไฮบริโดมาที่สร้างแอนติบอดีต่อ CTC-OVA 40 หลุม แต่ไม่สามารถจับกับ CTC อิสระได้ จึงไม่
สามารถน ามาท าการวิจัยต่อไป 

จากผลการหลอมรวมเซลล์ครั้งที่ 2 พบว่ามีไฮบริโดมาที่เจริญเติบโต 871 หลุม และมีเซลล์
ไฮบริโดมาที่สร้างแอนติบอดีต่อ CTC-OVA 119 หลุม และมีความสามารถจับกับ CTC อิสระได้ 6 
หลุม แต่เมื่อน ามาแยกเซลล์เดี่ยวด้วยวิธี limiting dilution พบว่าเซลล์ได้สูญเสียความสามารถในการ
ผลิตแอนติบอดีไป เนื่องจากโคลนที่ได้ไม่มีความคงตัว (stability) จึงไม่สามารถน ามาท าการวิจัยต่อไป 

จากผลการหลอมรวมเซลล์ครั้งที่ 3 พบว่ามีไฮบริโดมาที่เจริญเติบโต 646 หลุม และมีเซลล์
ไฮบริโดมาที่สร้างแอนติบอดีต่อ CTC-OVA 217 หลุม และมีความสามารถจับกับ CTC อิสระได้ 8 
หลุม และเมื่อน ามาแยกเซลล์เดี่ยวด้วยวิธี limiting dilution พบว่ามีเซลล์ไฮบริโดมาเพียง 1 โคลน ที่
ยังสามารถสร้างแอนติบอดีต่อ CTC อิสระและมีความเสถียร จึงน ามาท าการวิจัยต่อไป 
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ตารางที่ 4. 2 ผลการหลอมรวมเซลล์ของหนูทั้ง 3 ครั้ง 

 
 
4.3 ผลการท าโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหบ้ริสุทธิ์ 
 
หลังจากได้เซลล์ไฮบริโดมาที่มีความสามารถในการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อ 

CTC น าเซลล์ที่ได้มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ ISF-1 serum free เพื่อเพิ่มปริมาณโมโนโคลนอล
แอนติบอดี น าอาหารเลี้ยงเซลล์มาท าให้บริสุทธิ์ด้วยคอลัมน์โปรตีนจีเซฟาโรส (protein G 
sepharose) ซึ่งเป็นคอลัมน์โครมาโทกราฟฟีแบบสัมพรรคภาพ (affinity chromatography 
column) ซึ่งโปรตีน G ผลิตได้จากผนังเซลล์ของแบคทีเรียกลุ่ม Streptococcus โดยโปรตีน G จะ
จับกับแอนติบอดีตรงบริเวณ Fc region ซึ่งโปรตีน G นั้นจ าเพาะกับแอนติบอดีไอโซไทป์ IgG ซึ่งใน
งานวิจัยนี้ โมโนโคลนอลแอนติบอดีมีไอโซไทป์ IgG1 โมโนโคลนอลแอนติบอดีจึงถูกจับอยู่ในคอลัมน์
โดยใช้เครื่อง affinity chromatography (AKTA™ Start) หรือ AKTA และท าการชะโมโนโคลนอล
แอนติบอดีที่จับกับโปรตีน G ด้วย 0.1 M glycine-HCl buffer pH 2.7 อัตราการไหล 1 มิลลิลิตรต่อ
นาที ทั้งหมด 25 แฟรคชั่น หาปริมาณโปรตีนโดยวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร พบว่ามี
ปริมาณโปรตีนอยู่ที่ แฟรคชั่น 11-15 (ภาพที่4.4)  จากนั้นน าแต่ละแฟรคชั่นมารวมกัน แล้วหา
ปริมาณโปรตีนโดยวิธี BCA assay ได้ 1.66 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  
 

ครั้ง
ที ่

จ านวนตั้งต้น จ านวนที ่
เซลล์ไฮบริโดมา

เจริญ 

จ านวนเซลลท์ี่
ผลิตแอนตบิอดี 

จ านวนเซลล์
ที่สร้าง

แอนติบอดีต่อ 
CTC อิสระ 

จ านวนโคลน
ที่ได ้

(หลุม) (%) (หลุม) (%) (หลุม) (%) (หลุม) (%) (หลุม) (%) 
1 1440 100 356 24.7 40 2.8 - - - - 
2 1440 100 871 60.5 119 8.3 6 0.4 - - 
3 1440 100 646 44.9 217 15.1 8 0.6 1 0.1 
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ภาพที่ 4. 4 โครมาโตแกรมปริมาณโปรตีนแต่ละแฟรคชั่นจากการท าบริสุทธิ์โมโนโคลนอลแอนติบอด ี
 

 
4.4 ศึกษาลักษณะเบื้องต้นของโมโนโคลนอลแอนตบิอดี 
 

 4.4.1 ผลการตรวจสอบไอโซไทป์ของโมโนโคลนอลแอนติบอด ี

 
 การตรวจสอบไอโซไทป์ของโมโนโคลอนอลแอนติบอดีโดยใช้ Isotyper (BIO-RAD) ทั้ง 8 
ชนิด ได้แก่ IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3, IgM, IgG kappa และ IgG Lamda ด้วยวิธี Indirect ELISA เมื่อ
น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสง พบว่าไอโซไทป์ของโมโนโคลนอลที่ผลิตได้ คือ IgG1 และสับไอโซไทป์ คือ 
K (ตารางที่ 4.3)  
 
ตารางที่ 4. 3 ผลการตรวจสอบไอโซไทป์ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยวิธี indirect ELISA 

IgG1 IgG2a IgG2b IgG3 IgM IgA K λ 
0.7481 0.1148 0.1060 0.1059 0.0964 0.1103 1.7435 0.0911 
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4.4.2 ผลการหาความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอด ี
 
เนื่องจากความเข้มข้นของ CTC-OVA ที่ตรึงพื้นผิวกับความเข้มข้นของโมโนโคลนอล

แอนติบอดีที่ใช้มีผลต่อความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ได้ จึงท าการหาอัตราส่วนความเข้มข้นที่
เหมาะสมของ CTC-OVA ที่ตรึงพื้นหลุมและโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่เมื่อท าปฏิกิริยากันแล้วให้ค่า
การดูดกลืนแสงใกล้เคียง 1 (OD เท่ากับ 0.8-1.2) โดยเจือจาง CTC-OVA ความเข้มข้น 0.625, 1.25, 
2.5 และ 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และโมโนโคลนอลแอนติบอดี ความเข้มข้น 0-100 นาโนกรัมต่อ
มิลลิลิตร จากการทดลองพบว่าได้อัตราส่วนระหว่างของ CTC-OVA ที่ตรึงพื้นหลุมกับโมโนโคลนอล
แอนติบอดี 4 คู่ คู่ที่ 1 คือ CTC-OVA 0.625 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรและโมโนโคลนอลแอนติบอดี 60 
นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร คู่ที่ 2 คือ CTC-OVA 1.25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรและโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
50 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร คู่ที่  3 คือ CTC-OVA 2.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรและโมโนโคลนอล
แอนติบอดี 50 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร และคู่ที่ 4 คือ CTC-OVA 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรและโมโน
โคลนอลแอนติบอดี 40 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร (ตารางที่ 4.4) ซึ่งทั้ง 4 คู่จะถูกน าไปทดสอบความไว
ด้วยวิธี indirect competitive ELISA ต่อไป 
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ตารางที่ 4. 4 ผลการหาอัตราส่วนความเข้มข้นระหว่าง CTC-OVA ที่เคลือบพื้นหลุมและความเข้มข้น
ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร 

ความเข้มข้นของ MAb 
(นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) 

ความเข้มข้นของ CTC-OVA (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

0.625 1.25 2.5 5 

100 2.6370 2.6819 2.6153 2.9492 

90 1.4120 1.5906 1.7995 1.9326 

80 1.2558 1.4760 1.7540 1.9625 

70 1.1483 1.3515 1.4998 1.7845 

60 1.0380 1.2126 1.3211 1.5528 

50 0.9003 1.0440 1.1324 1.3722 

40 0.7274 0.8512 0.9489 1.1161 

30 0.4765 0.5770 0.6908 0.7877 

20 0.4414 0.5194 0.6041 0.6384 

10 0.3213 0.3772 0.4909 0.4666 

1 0.1885 0.2346 0.2487 0.205 

0 0.0796 0.0812 0.0716 0.0790 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 58 

 การหาความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยวิธี Indirect competitive ELISA โดยเกิด
การแย่งจับกับโมโนโคลนอลแอนติบอดีกับ CTC-OVA ที่เคลือบก้นหลุมและ CTC อิสระ โดยใช้ความ
เข้มข้นที่เหมาะสมของ CTC-OVA ที่เคลือบก้นหลุมและโมโนโคนอลแอนติบอดีที่หาได้จากข้อ 4.4.1 
น าค่าการดูดกลืนแสงมาสร้างกราฟด้วยโปรแกรม GraphPad เพื่อหาความไวโดยเปรียบเทียบว่าคู่
ไหนให้ความไวสูงที่สุด โดยเปรียบเทียบค่า IC50 ที่ได้จากทั้ง 4 คู่ (ตารางที่ 4.5) พบว่าคู่ที่ 1 CTC-
OVA ความเข้มข้น 0.625 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรและโมโนโคลนอลแอนติบอดี ความเข้มข้น 60 นาโน
กรัมต่อมิลลิลิตร ให้ค่า IC50 เท่ากับ 0.33 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร (ภาพที่ 4.5), คูท่ี่ 2 CTC-OVA ความ
เข้มข้น 1.25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรและโมโนโคลนอลแอนติบอดี ความเข้มข้น 50 นาโนกรัมต่อ
มิลลิลิตร ให้ค่า IC50 เท่ากับ 0.43 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร (ภาพที่ 4.6), คู่ที่ 3 CTC-OVA ความเข้มข้น 
2.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรและ MAb ความเข้มข้น 50 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ให้ค่า IC50 เท่ากับ 0.46 
นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร (ภาพที่ 4.7) และคู่ที่ 4 CTC-OVA ความเข้มข้น 2.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร
และ Mab ความเข้มข้น 50 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ให้ค่า IC50 เท่ากับ 0.56 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร 
(ภาพที่ 4.8) 
 
 จากการเปรียบเทียบค่า IC50 พบว่า เมื่อใช้คู่ที่  1 CTC-OVA ที่ เคลือบก้นหลุม 0.625 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรและโมโนโคลนอลแอนติบอดี 60 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ให้ค่า IC50 ต่ าที่สุดคือ 
0.33 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร นั่นแสดงว่าเป็นความเข้มข้นที่เหมาะสมที่สุดที่ท าให้มีความไวสูงที่สุด 
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ภาพที่ 4. 5 ผลการหาค่า IC50 โดยใช้แอนติเจน CTC-OVA เคลือบหลุม เท่ากับ 0.625 ไมโครกรัม  

ต่อมิลลิลิตร และโมโนโคลนอลแอนติบอดีความเข้มข้น 60 นาโนกรัมตอ่มิลลิลิตร 
 

 

 

 

 

 

 

 
 
ภาพที่ 4. 6 ผลการหาค่า IC50 โดยใช้แอนติเจน CTC-OVA เคลือบหลมุ เท่ากับ 1.25 ไมโครกรัม    

ต่อมิลลิลิตร และโมโนโคลนอลแอนติบอดีความเข้มข้น 50 นาโนกรัมตอ่มิลลิลิตร 
 

 

 

 

IC50 = 0.33  0.01 ng/ml 

IC50 = 0.43  0.02 ng/ml 
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ภาพที่ 4. 7 ผลการหาค่า IC50 โดยใช้แอนติเจน CTC-OVA เคลือบหลมุ เท่ากับ 2.5 ไมโครกรัม     

ต่อมิลลิลิตร และโมโนโคลนอลแอนติบอดีความเข้มข้น 50 นาโนกรัมตอ่มิลลิลิตร 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
ภาพที่ 4. 8 ผลการหาค่า IC50 โดยใช้แอนติเจน CTC-OVA เคลือบหลมุ เท่ากับ 5 ไมโครกรัม                      

ต่อมิลลิลิตร และโมโนโคลนอลแอนติบอดีความเข้มข้น 40 นาโนกรัมตอ่มิลลิลิตร 
 

 

 

IC50 = 0.46  0.01 ng/ml 

IC50 = 0.56  0.01 ng/ml 
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ตารางที่ 4. 5 การเปรียบเทียบค่า IC50 ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยใช้ CTC-OVA เคลือบหลุม
และความเข้มข้นโมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้ง 4 คู ่

ความเข้มข้น CTC-OVA 
เคลือบหลุม (µg/ml) 

ความเข้มข้นโมโนโคลนอล
แอนติบอดี (ng/ml) 

IC50 

(ng/ml) 
0.625 40 0.33  0.01 
1.25 50 0.43  0.02 
2.5 50 0.46  0.01 
5 60 0.56  0.01 
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4.4.3 ผลการหาความจ าเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
 

จากการหาความจ าเพาะโดยการทดสอบปฏิกิริยาข้ามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังท าให้
บริสุทธิ์โดยท าการทดสอบกับสารในกลุ่มและสารนอกกลุ่มเตตระซัยคลินจากตารางที่ 4.6 พบว่าไม่
เกิดปฏิกิริยาข้ามกับสารในกลุ่มและสารนอกกลุ่ม เททระไซคลิน นั่นแสดงว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดี
ที่ผลิตได้มีความจ าเพาะสูงมากต่อคลอร์เททระไซคลิน 
 
ตารางที่ 4. 6 ผลการท าปฏิกิริยาข้ามในกลุม่และนอกกลุ่มเททระไซคลนิของโมโนโคลนอลแอนติบอด ี

กลุ่มสาร สารทีใ่ช้ทดสอบ IC50 (ng/ml) % ปฏิกิริยาขา้ม 
สารในกลุ่ม 

เททระไซคลิน 
Chlortetracycline 0.33 100 

Tetracycline >1,000 0 
Oxycycline >1,000 0 
Doxycycline >1,000 0 
Minocycline >1,000 0 

สารนอกกลุม่ 
เททระไซคลิน 

Chloramphenicol >1,000 0 
Norfloxacin >1,000 0 

Sulfamethazine >1,000 0 
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 4.5 การประเมินประสิทธิภาพของการตรวจวัด CTC ด้วยวิธี icELISA ในตัวอย่างาหาร 

 
4.5.1 การสร้างกราฟมาตรฐาน  
 
ท าการเลือกช่วงความเข้มข้นของ CTC ที่ให้กราฟเป็นเส้นตรงส าหรับสร้างกราฟมาตรฐาน 

และได้เลือกช่วงความเข้มข้นของ CTC ที่ 0.06-3.91 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร (ตารางที่ 4.7) 
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ตารางที่ 4. 7 ผลของค่าการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตรที่ได้จากการท า icELISA ทีใ่ช้ส าหรับเลือก
ช่วงความเข้มข้นของ CTC ที่เหมาะส าหรับใช้ในการสร้างกราฟมาตรฐาน 

ความเข้มข้น CTC 
(ng/ml) 

ค่าเฉลี่ยการดูดกลืนแสงที ่
ความยาวคลื่น 450 nm 

%B/B0 

0 1.31 100 
0.0001 1.31 99.6 
0.0002 1.27 96.9 
0.00045 1.24 94.4 
0.0009 1.24 94.6 
0.00019 1.27 96.5 
0.0038 1.21 92.6 
0.0076 1.22 92.4 
0.015 1.16 87.8 
0.03 1.13 86.3 
0.06 1.01 77.0 
0.12 0.90 68.9 
0.24 0.78 59.02 
0.49 0.58 44.7 
0.98 0.43 33.4 
1.96 0.33 25.6 
3.91 0.23 17.6 
7.81 0.21 16.5 
15.65 0.14 11.0 
31.25 0.14 11.1 
62.5 0.13 10.0 
125 0.13 10.4 
250 0.12 9.8 
500 0.10 7.8 
1000 0.13 10.1 
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เมื่อท าการเลือกช่วงความเข้มข้นของ CTC ในรูปอิสระส าหรับสร้างกราฟมาตรฐาน โดยที่
แกน X เป็นค่า %B/B0 และ แกน Y เป็นค่าความเข้มข้นของ CTC ในรูปอิสระ หน่วยเป็น นาโนกรัม
ต่อมิลลิลิตร (ภาพที่ 4.9) ซึ่งจากกราฟ ค่าความเชื่อมั่นอยู่ที่ 0.9931 ซึ่งให้ช่วงความเข้มข้นของ CTC 
ที่เป็นเส้นตรงอยู่ที่ 0.06-3.91 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งยอมรับได้ ดังนั้น จากค่าความเชื่อมั่นยืนยัน
ได้ว่า สามารถใช้ช่วงความเข้มข้นของ CTC นี้ท าเป็นกราฟมาตรฐานเพื่อใช้ตรวจสอบหา CTC ใน
ตัวอย่างอาหารในขั้นตอนต่อไปได ้

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 4. 9 กราฟมาตรฐาน CTC ในสารละลายบัฟเฟอร์ PB-T 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

y = -14.9ln(x) + 35.849
R² = 0.9931
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4.5.2 การศึกษาผลของแมทริกในตัวอย่างน้ านม 

 
เมทริกซ์ต่างๆในอาหารมีผลต่อระบบ ELISA ได้ ดังนั้นจึงต้องท าการลดแมทริกในน้ านมโดย

การหาระดับการเจือจางที่เหมาะสมที่ท าให้แมทริกในน้ านมไม่มีผลต่อ ELISA สามารถลดแมทริกใน

ตัวอย่างน้ านม จากการสกัดน้ านม  โดยเติม CTC ลงไปในน้ านมให้ได้ความเข้มข้นสุดท้าย หลังการ

เจือจาง 5, 10, 20 และ 40 คือ 0, 0.06, 0.12, 0.24, 0.49, 0.98, 1.96 และ 3.91 นาโนกรัมต่อ

มิลลิลิตร จากผลการทดลองพบว่าที่ระดับการเจือจางที่เพิ่มขึ้นท าให้เส้นกราฟใกล้เคียงกับเส้นกราฟ

มาตรฐานมากขึ้น จนในที่สุดที่ระดับการเจือจาง 40 เท่า เส้นกราฟทับกับเส้นมาตรฐานสนิท แสดงว่า 

ระดับการเจือจาง 40 เท่า ที่เหมาะสมในน้ านม ก่อนการทดสอบสามารถลดการรบกวนของเมทริซ์ใน

ตัวอย่างได้ จึงเลือกใช้อัตราการเจือจาง 40 เท่า ในการเตรียมตัวอย่างน้ านมก่อนน าไปตรวจวัด

ปริมาณ (ภาพที่ 4.10) 
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y = -8.004ln(x) + 50.461

R² = 0.9779

y = -14.9ln(x) + 35.849

R² = 0.9931

0.01 0.1 1 10

y = -12.15ln(x) + 41.391

R² = 0.988

y = -14.9ln(x) + 35.849

R² = 0.9931

0.01 0.1 1 10

 

 

 

ภาพที่ 4. 10 กราฟแสดงผลของระดับการเจือจางเมทริกซ์ในน้ านมที่ระดับการเจือจางต่างๆ 
เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานโดยที่ ก. ข. ค. และ ง. คือ ระดับการเจือจางที่ 5 , 10, 20 และ 40 
เท่า ตามล าดับ  
 

 
 
 

  

   

y = -10.46ln(x) + 45.32

R² = 0.9837

y = -14.9ln(x) + 35.849

R² = 0.9931

0.01 0.1 1 10

y = -14.5ln(x) + 35.849
R² = 0.9931
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4.5.3 การตรวจวัดปริมาณ CTC ในตัวอย่างน้ านม 
 
เมื่อเติม CTC ลงไปในตัวอย่างน้ านมให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายหลังการเจือจาง 1:40 เท่ากับ 

0, 5, 10, 20, 40,  60 และ 80 นาโนกรัมต่อกรัม จากนั้นตรวจสอบด้วยวิธี icELISA เพื่อวิเคราะห์หา 

CTC โดยเทียบกับกราฟมาตรฐาน เพื่อหาค่าความถูกต้องในการตรวจวัด โดยจะรายงานปริมาณสารที่

สามารถตรวจวิเคราะห์ได้ในรูปของ %recovery และค่าความแม่นย าในรูปของค่า % CV พบว่า เมื่อ

ท าการทดลองในวันและเวลาเดียวกัน หรือ intra assay และท าการทดลองในวันละเวลาต่างกัน หรือ 

inter assay ผลการตรวจวัดปริมาณ CTC ในตัวอย่างน้ านมด้วย icELISA ให้ค่า %recovery อยู่

ในช่วง 95-102.5 % และ 100-105.5 % ตามล าดับ และ %CV อยู่ในช่วง 2.1-4.8 % และ 3.3-9.0 

% ซึ่งอยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้  (ตารางที่ 4.8 ) 

 

ตารางที่ 4. 8 ผลการวิเคราะห์ Intra assay และ Inter assay ในตัวอย่างน้ านม 

ปริมาณ 
CTC 

(ng/ml) 

Intra assay (n = 3) Inter assay (N=3,  n = 3) 
ปริมาณสารที่
วิเคราะห์ได้ 
(ng/ml) 

%Recovery %CV 
ปริมาณสารที่
วิเคราะห์ได้ 
(ng/ml) 

%Recovery %CV 

5.0 5.1 ± 0.2 102 3.9 5.1 ± 0.4 102 7.8 
10.0 9.5±0.2 95 2.1 10.0 ± 0.9 100 9 
20.0 20.5 ± 1.0 102.5 4.8 21.1 ±1.4 105.5 6.6 
40.0 40.7 ± 1.1 101.7 2.7 40.2 ± 1.6 100.5 3.9 
60 59.3 ± 1.2 98.8 2.2 60.2 ± 1.4 103.3 3.9 
80 81.2 ± 2.1 101.5 2.6 80.9 ± 2.7 101.1 3.3 

หมายเหตุ: Intra assay คือ การวิเคราะห์ตัวอย่างจ านวน 3 ครั้ง ในเวลาเดียวกัน 
   n คือจ านวนซ้ าของแต่ละความเข้มข้น 
   Inter assay คือ การวิเคราะห์ตัวอย่างจ านวน 3 ครั้ง ในเวลาต่างกัน 
   N คือ จ านวนครั้งที่ท าการทดลอง, n คือจ านวนซ้ าของแต่ละความเข้มข้น 
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4.5.4 การศึกษาผลของแมทริกในตัวอย่างน้ าผึ้ง 
 
ความหนืดในน้ าผึ้งเป็นแมทริกส าคัญที่มีผลต่อระบบ ELISA ดังนั้นจึงต้องท าการลดแมทริกใน

น้ าผึ้งโดยการหาระดับการเจือจางที่เหมาะสมที่ท าให้แมทริกในน้ านมไม่มีผลต่อ ELISA สามารถ

ลดแมทริกในตัวอย่างน้ าผึ้ง จากการเจือจางอย่างน้ าผึ้ง โดยเติม CTC ลงไปในน้ าผึ้งให้ได้ความเข้มข้น

สุดท้าย หลังการเจือจาง 5, 10, 20 และ 40 คือ 0, 0.06, 0.12, 0.24, 0.49, 0.98, 1.96 และ 3.91 

นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร จากผลการทดลองพบว่าที่ระดับการเจือจางที่เพิ่มขึ้นท าให้เส้นกราฟใกล้เคียง

กับเส้นกราฟมาตรฐานมากขึ้น จนในที่สุดที่ระดับการเจือจาง 40 เท่า เส้นกราฟทับกับเส้นมาตรฐาน

สนิท แสดงว่า ระดับการเจือจาง 40 เท่า ที่เหมาะสมในน้ าผึ้งก่อนการทดสอบสามารถลดการรบกวน

ของเมทริซ์ในตัวอย่างได้ จึงเลือกใช้อัตราการเจือจาง 40 เท่า ในการเตรียมตัวอย่างน้ าผึ้งก่อนน าไป

ตรวจวัดปริมาณ (ภาพที่ 4.11) 
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y = -14.9ln(x) + 35.849
R² = 0.9931

y = -8.777ln(x) + 33.233
R² = 0.9512

0.01 0.1 1 10

 

 

 
ภาพที่ 4. 11 กราฟแสดงผลของระดับการเจือจางเมทริกซ์ในน้ าผึ้งที่ระดับการเจือจางต่างๆ 
เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานโดยที่ ก. ข. ค. และ ง. คือ ระดับการเจือจางที่ 5 , 10, 20 และ 40 
เท่า ตามล าดับ  

 

 

 

 

 

  
 
  

   

y = -14.9ln(x) + 35.849
R² = 0.9931

y = -6.643ln(x) + 29.493

R² = 0.9665
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 4.5.5 การตรวจวัดปริมาณ CTC ในตัวอย่างน้ าผึ้ง 
 
เมื่อเติม CTC ลงไปในตัวอย่างน้ าผึ้งให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายหลังการเจือจาง 1:40 

เท่ากับ 0, 5, 10, 20,40,60 และ 80 นาโนกรัมต่อกรัม จากนั้นตรวจสอบด้วยวิธี icELISA เพื่อ

วิเคราะห์หา CTC โดยเทียบกับกราฟมาตรฐาน เพื่อหาค่าความถูกต้องในการตรวจวัด โดยจะรายงาน

ปริมาณสารที่สามารถตรวจวิเคราะห์ได้ในรูปของ %recovery และค่าความแม่นย าในรูปของค่า % 

CV พบว่า เมื่อท าการทดลองในวันและเวลาเดียวกัน หรือ intra assay และท าการทดลองในวันละ

เวลาต่างกัน หรือ inter assay ผลการตรวจวัดปริมาณ CTC ในตัวอย่างน้ าผึ้งด้วย icELISA ให้ค่า 

%recovery อยู่ในช่วง 96-102.5 % และ 99-104 % ตามล าดับ และ %CV อยู่ในช่วง 1.1-7.8 % 

และ 1.8-10.1 % ซึ่งอยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้  (ตารางที ่4.9) 

 
ตารางที่ 4. 9 ผลการวิเคราะห์ Intra assay และ Inter assay ในตัวอย่างน้ าผึ้ง 

ปริมาณ 
CTC 

(ng/ml) 

Intra assay (n = 3) Inter assay (N=3,  n = 3) 
ปริมาณสารที่
วิเคราะห์ได้ 
(ng/ml) 

%Recovery %CV 
ปริมาณสารที่
วิเคราะห์ได้ 
(ng/ml) 

%Recovery %CV 

5.0 5.1 ± 0.4 102 7.8 5.2 ± 0.4 104 7.6 
10.0 9.6 ± 0.4 96 4.1 9.9 ± 1.0 99 10.1 
20.0 20.5 ± 0.6 102.5 2.9 20.5±1.0 102.5 4.8 
40.0 40.0 ± 0.5 100 1.2 40.0 ± 1.0 100 2.5 
60 60.3 ± 0.7 100.5 1.1 60.3 ± 1.1 100.5 1.8 
80 80.8± 1.4 101 1.7 80 ± 2.3 100 2.8 

หมายเหตุ: Intra assay คือ การวิเคราะห์ตัวอย่างจ านวน 3 ครั้ง ในเวลาเดียวกัน 
   n คือจ านวนซ้ าของแต่ละความเข้มข้น 
   Inter assay คือ การวิเคราะห์ตัวอย่างจ านวน 3 ครั้ง ในเวลาต่างกัน 
   N คือ จ านวนครั้งที่ท าการทดลอง, n คือจ านวนซ้ าของแต่ละความเข้มข้น 
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4.6 การพัฒนาแถบทดสอบ 
 
 4.6.1 ผลการเชื่อมติดโมโนโคลนอลแอนตบิอดีกับอนุภาคทองค า 
 
 ท าการหาความเข้มข้นของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่เหมาะสมในการเชื่อมติดอนุภาคทองค า
เพื่อไม่ให้อนุภาคทองค าเกิดการจับกันเองและตกตะกอนลงมา เนื่องจากส่งผลต่อความเสถียรของ
อนุภาคทองค า โดยท าการเจือจางโมโนโคลนอลแอนติบอดี ให้มีความเข้มข้น 0-200 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร ผสมกับสารละลาย colloidal gold pH 8.2 จากนั้นเติมสารละลาย NaCl และน าไปวัดค่า
การดูดกลืนแสงที่ 520 นาโนเมตร พบว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ความเข้มข้น 100-200 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตรสีของสารละลายยังคงเป็นมีแดงเนื่องจากมีปริมาณโมโนโคลนอลแอนติบอดี  เพียงพอใน
การติดฉลากกับอนุภาคทองค าท าให้อนุภาคทองค าไม่เกิดการจับตัวและตกตะกอนลงมา ในขณะที่โม
โนโคลนอลแอนติบอดี ที่ความเข้มข้น 0-80 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ท าให้สารละลาย Colloidal gold 
เปลี่ยนจากสีแดงเป็นสีม่วงเทาเนื่องจากโมโนโคลนอลแอนติบอดีน้อยเกินไปท าให้ประจุของ  
Colloidal gold เปลี่ยนไป เกิดการจับกันเองและตกตะกอนลงมา ความเข้มข้นของ Mab ที่น้อยที่สุด
ที่ให้ค่าการดูดกลืนแสงสูงที่สุด หรือปริมาณโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่น้อยที่สุดที่ท าให้สีสารละลาย
อนุภาค Colloidal gold เริ่มไม่เกิดการเปลี่ยนแปลงไปคือ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จากผลการ
ทดลองความเข้มข้นที่ เหมาะสมของโมโนโคลนอลแอนติบอดี  คือ 120 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
เนื่องจากพิจารณาจากจุดที่ให้ค่าการดูดกลืนแสงคงที่ เพื่อให้การติดฉลากโมโนโคลนอลแอนติบอดีกับ
อนุภาคทองค ามีความเสถียร (ภาพที่ 4.12) 
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ภาพที่ 4. 12 ความเขม้ข้นของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่เหมาะสมในการติดฉลากกับ  
    Colloidal gold 
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4.6.2 ติดตามการติดฉลากโมโนโคลนอลแอนติบอดีกับอนุภาคทองค า  
 
 เมื่อได้เลือกความเข้มข้นที่เหมาะสมของ Mab คือ 120 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรมาติดฉลากกับ 
Colloidal gold ท าการติดตามการติดฉลากระหว่างอนุภาคทองค าก่อนและหลังติดฉลากด้วยโมโน
โคลนอลแอนติบอดี โดยการน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงในช่วง 400-800 นาโนเมตร จากภาพที่ 4.13 

พบว่า λmax ของ Colloidal gold เท่ากับ 520 นาโนเมตรในขณะที่ λmax ของ Mab-Colloidal 
gold เพิ่มขึ้นเท่ากับ 526 นาโนเมตร แสดงว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดี มีการเชื่อมต่อกับ Colloidal 

gold ท าให้ค่าλmaxเปลี่ยนไป แสดงว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดีติดฉลากกับ Colloidal gold แล้ว จึง
น าสารละลาย Colloidal gold-MAb ไปใช้ในการทดลองต่อไป  
 
 
 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4. 13 โครมาโตแกรมของ Colloidal gold และ MAb-Colloidal gold 
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4.6.3 การหาสภาวะทีเ่หมาะสมของแถบทดสอบ 
 
 4.6.3.1 การหาสภาวะที่เหมาะสมของ T line และ C line 

 
 ท าการหาสภาวะที่ เหมาะสมของ C line ที่ตรึงด้วย GAM ความเข้มข้น 0.25 และ 0.5 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และ T line ที่ตรึงด้วย CTC-BSA ความเข้มข้น 0.25, 0.5, 0.75 และ 1.0 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยใช้ conjugated pad ที่พ่น MAb-Colloidal gold ด้วยอัตราการพ่น 5 
ไมโครลิตรต่อเซนติเมตร โดยทดสอบด้วยบัฟเฟอร์ PB-T จากผลการทดลองพบว่าเมื่อเพิ่มความ
เข้มข้นของ T line จะท าให้แถบสีที่เกิดขึ้นเพิ่มขึ้น เนื่องจาก Mab-Colloidal gold เคลื่อนที่และจับ
กับ CTC-BSA ได้มากขึ้น และเมื่อเคลื่อนที่ผ่าน C line ความเข้มข้น 0.25 ให้แถบสีที่จางลงตาม 
Mab-colloidal gold ที่เหลือจาก T line และ MAb-colloidal gold สามารถจับกับบริเวณนี้ได้น้อย
เพราะ C line มีความเข้มข้นที่น้อยเกินไป (ภาพที่ 4.14 ก.) ในทางกลับกันเมื่อเพิ่มความเข้มข้นของ 
C line มากขึ้น MAb-colloidal gold ที่เหลือสามารถถูกจับได้ที่บริเวณ C line ได้มากขึ้น (ภาพที่ 
4.14 ข.) ดังนั้นจึงเลือก C line ที่ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นน าแถบทดสอบ  
C line ความเข้มข้น 0.5 มิลลิลิกรัมต่อมิลลิลิตร มาอ่านค่าความเข้มสีโดยใช้โปรแกรม ImageJ รุ่น 
1.47m โดยพิจารณาเลือกความเข้มข้นของ T line ที่ใกล้เคียงกับ C line จากการอ่านค่าความเข้มสี
โดยใช้โปรแกรมพบว่า T line ที่ให้ความเข้มสีใกล้เคียงกับ C line คือ T line ที่ความเข้มข้น 0.75 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (ภาพที ่4.15) 
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(ก) 

  

 

 

 

     (ข)  

 

 

 

 

 
ภาพที่ 4. 14 (ก) แถบทดสอบที่ C line คือ GAM 0.25 มิลลิกรัมต่อมิลลลิิตร และ T line คือ CTC-

BSA 0.25, 0.5, 0.75 และ 1 มิลลิกรมัต่อมิลลิลิตร (ข) แถบทดสอบที่ C line คือ GAM 
0.5 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร และ T line คือ CTC-BSA 0.25, 0.5, 0.75 และ 1 มิลลิกรมั
ต่อมิลลิลิตร ทีท่ดสอบด้วยบัฟเฟอร์ PB-T 

 
 

 

 

 

 

 

 

C line :  

GAM 0.25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

T line : CTC-BSA (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

0.25                 0.5                0.75                1.0 

C line :  

GAM 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลติร 

T line : CTC-BSA (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

0.25                 0.5                0.75                1.0 
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ภาพที่ 4. 15 แสดงค่าความเข้มสีของแถบทดสอบ C line คือ GAM ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร และ T line คือ BSA-CTC ความเข้มข้น 0.25,0.5, 0.75 และ 1.0 มิลลิกรัมตอ่
มิลลิลิตร จากโปรแกรม ImageJ รุ่น 1.47m 
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 4.7 ผลการหาความไวของแถบทดสอบ 
 
 จากการหาสภาวะที่เหมาะสมของแถบทดสอบ ได้สภาวะ C line คือ GAM ความเข้มข้น 0.5 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และ T line คือ CTC-BSA 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร พ่น MAb-Colloidal 
gold ด้วยอัตราการพ่น 5 ไมโครลิตรต่อเซนติเมตร จากนั้นเตรียมแถบทดสอบที่สภาวะข้างต้นมาหยด
สารละลายมาตรฐาน CTC เข้มข้น 0, 5, 10, 20, 40, 60, 80 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตรในสารละลาย
บัฟเฟอร์ PBT ปริมาตร 100 ไมโครลิตรในช่องตัวอย่างแถบทดสอบ โดยจะอ่านผลการทดลองภายใน 
15 นาที โดยหาค่าความไวของแถบทดสอบโดยพิจารณาจากค่าคัดออก (cut off) คือค่าความเข้มข้น
ที่น้อยที่สุดที่ท าให้ความเข้มสีของเส้น T line หายไป และค่า VLOD คือค่าความเข้มข้นที่น้อยที่สุดที่
ยังคงเห็นสีของเส้น T line ด้วยตาเปล่า และค่า LOD จากค่าความเข้มสีที่ได้จากโปรแกรม โดย
พิจารณาจากเปอร์เซ็นต์การลดลงของความเข้มสีที่เท่ากับ 20 จากผลการทดลองพบว่า เมื่อความเข้ม
ของของ CTC ในสารละลายมาตรฐานเพิ่มมากขึ้น CTC ในสารละลายจะจับกับ MAb-Colloidal 
gold  ที่อยู่บน conjugate pad ท าให้เหลือ MAb-Colloidal gold ที่จะจับบริเวณ T line น้อยลง
ท าให้สีจางลง และเมื่อ Mab-colloidal gold ถูกจับกับ CTC จนหมด จะส่งผลให้ไม่ปรากฏแถบสีที่
บริเวณเส้น T line (ภาพที่ 4.16 ก) จากการอ่านผลการทดลองด้วยตาเปล่าพบว่าค่า cutoff เท่ากับ 
20 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร และค่า VLOD เท่ากับ 10 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ประเมินความเข้มสีด้วย
โปรแกรม ImageJ รุ่น 1.47m (ภาพที่ 4.16 ข) น าค่า % ความเข้มสีที่ได้จากโปรแกรม ImageJ รุ่น 
1.47m (ตารางที่ 4.10) มาสร้างกราฟสารละลายมาตรฐานของ CTC ในสารละลายน้ าผึ้งที่ทดสอบ
ด้วยแถบทดสอบ ได้สมการเส้นตรงคือ y = -17ln(x) + 61.952 (ภาพที่ 4.17) พบว่ามีค่า LOD 
เท่ากับ 2.8 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร 
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สารมาตรฐาน CTC (นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร)ในบฟัเฟอร ์PB-T 
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ภาพที่ 4. 16 แถบทดสอบทีท่ดสอบด้วยสารละลายมาตรฐาน CTC ความเข้มข้น 0-80 นาโนกรัมต่อ
มิลลิลิตร ใน บฟัเฟอร์ PB-T เพื่อหาความไวของแถบทดสอบ (ข) แสดงค่า % ความเข้มสี
ของT line ที่อ่านด้วยโปรกรม ImageJ รุ่น 1.47m 

 
 
 
 

  0           1          3           5           10          20         40         60         80 

สารละลายมาตรฐาน CTC (นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) ในบัฟเฟอร ์PBT 
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ตารางที่ 4. 10 แสดง % ความเข้มสแีละการลดลงของความเข้มสีที ่CTC ความเข้มขน้                   
0-80 นาโนกรมัต่อมิลลิลิตร 

 
ความเข้มข้น CTC (นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) 

0 1 3 5 10 20 40 60 80 
% ความเข้มส ี 100 62.8 48.4 30 17.1 7.9 3.4 0.6 0 
% การลดลงของ
ความเข้มส ี

0 37.2 51.6 70.0 82.9 92.1 96.6 99.4 100 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 4. 17 กราฟสารละลายมาตรฐานของ CTC ในสารละลายบัฟเฟอร์ที่ทดสอบด้วยแถบทดสอบ
โดยอ่านค่าความเข้มสีด้วยโปรแกรม ImageJ รุ่น 1.47m 

 

 

 

 

      Logarithm สารละลายมาตรฐาน CTC (นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร)  
ในบัฟเฟอร์ PB-T 

y = -17.28ln(x) + 61.952
R² = 0.9619
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4.8 ความจ าเพาะของแถบทดสอบ 
  

ทดสอบความจ าเพาะของแถบทดสอบ โดยทดสอบการเกิดปฏิกิริยาข้ามกับยาปฏิชีวนะใน
กลุ่มเททระไซคลิน ได้แก่ Tetracycline (TC), Oxycycline (OTC), Doxycycline (DOX),  และยา
ปฏิชีวนะนอกกลุ่ม ได้แก่ Chloramphenicol, Norfloxacin และ Sulfamethazine ที่ความเข้มข้น 
0-1000 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ในสารละลายบัฟเฟอร์ PB-T ปริมาตร 100 ไมโครลิตร โดยจะอ่านค่า
ภายใน 15 นาที จากผลการทดลอง พบว่า เมื่อความเข้มข้นของสารละลายยาปฏิชีวนะในกลุ่มและ
นอกกลุ่มเตตราไซคลินเพิ่มขึ้น ไม่ท าให้บริเวณเส้น T line หายไป แสดงว่าแถบทดสอบ CTC มี
ความจ าเพาะต่อ CTC เท่านั้น และไม่เกิดปฏิกิริยาข้ามกับยาปฏิชีวนะในกลุ่ม (ภาพที่ 4.18) และนอก
กลุ่มเททระไซคลิน (ภาพที่ 4.19) 
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ภาพที่ 4.18 แถบทดสอบที่ทดสอบปฏิกิริยาข้ามกับยาปฏิชีวนะในกลุ่ม TCs ความเข้มข้น            0-

1000 นาโนกรมัต่อมิลลิลิตรในบัฟเฟอร์ PB-T 
 
 
 

สารละลายมาตรฐาน TC (นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร)
0         10         20        40        60       80       100      1000  

สารละลายมาตรฐาน OTC (นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร)  
0         10         20        40        60       80       100      1000          

สารละลายมาตรฐาน DC (นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร)  
0         10         20        40        60       80       100      1000  

สารละลายมาตรฐาน MNC (นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร)  
0         10         20        40        60       80       100      1000  

0         10         20        40        60       80       100      1000  
สารละลายมาตรฐาน CTC (นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร)  
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ภาพที่ 4.19 แถบทดสอบที่ทดสอบปฏิกิริยาข้ามกับยาปฏิชีวนะนอกกลุ่มเททระไซคลิน ความเข้มขน้ 

0-1000 นาโนกรัมต่อมิลลลิิตร ในบัฟเฟอร์ PB-T 
 

 

 

 

 

 

0         10         20        40         60        80       100      1000  

สารละลายมาตรฐาน Norfloxacin (นาโนกรัมต่อมิลลลิิตร)  

0         10         20         40         60        80       100      1000  

สารละลายมาตรฐาน Sulfamethazine (นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร)  

0         10         20         40         60        80       100      1000  
สารละลายมาตรฐาน Chloramphenicol (นาโนกรัมต่อมิลลลิิตร)  
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4.9 การประเมินประสิทธิภาพแถบทดสอบในผลิตภัณฑ์อาหาร 
 
4.9.1 การศึกษาเมทริกซ์ (Matrix effect) ในน้ านม 
 
เมทริกซ์เป็นอีกหนึ่งปัจจัยส าคัญที่ส่งผลต่อการวิเคราะห์ โดยในนมมีองค์ประกอบต่างๆ เช่น 

ไขมัน แร่ธาตุ และสารอื่นๆ ซึ่งอาจจะส่งผลต่อการจับระหว่างแอนติบอดีกับแอนติเจนของแถบ
ทดสอบ โดยทดสอบกับน้ านมที่ไม่เจือจางและเจือจาง 1:2, 1:5 และ 1:10 ด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ 
PB-T เนื่องจากวิธีการเจือจางเป็นวิธีหนึ่งที่ช่วยลดผลของเมทริก เมื่อน ามาทดสอบกับแถบทดสอบ 
พบว่าน้ านมทุกการเจือจางสามารถเคลื่อนที่ผ่านไนโตเซลลูโลสเมมเบรนไปได้ (ภาพที่ 4.20)  จึงเลือก
น้ านมที่ระดับการเจือจาง 1:5 โดยพิจารณาจากระดับการเจือจางที่น้อยที่สุดที่ให้ความเข้มสีใกล้เคียง
กับตัวควบคุมซึ่งระดับการเจือจาง 1:5 จะใช้ในการเตรียมตัวอย่างน้ านมส าหรับการประเมิน
ประสิทธิภาพของแถบทดสอบ CTC ในตัวอย่างน้ านมต่อไป 

 
 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

ภาพที่ 4. 20 แถบทดสอบทีท่ดสอบด้วยน้ านมที่ไม่เจือจางและระดับเจือจาง 1:2, 1:5 และ 1:10 

 

 

 

 

ระดับการเจือจางน้ านม 

PB-T       ไมเ่จือจาง        1:2              1:5           1:10 
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4.9.2 ผลการหาความไวของแถบทดสอบในน้ านม 
 
จากการศึกษาผลของแมทริกซ์ในน้ านมพบว่าใช้น้ านมที่ระดับการเจือจาง 1:5 เท่ามาทดสอบ

กับแถบทดสอบมาทดสอบหาความไวโดยเติม CTC ให้ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 0, 5, 10, 20, 40, 60 

และ 80 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ทดสอบกับแถบทดสอบ 100 ไมโครลิตร จากภาพที่ 4.21 ก จะเห็นว่า

เมื่อเพิ่มความเข้มข้น CTC แถบสีของ T line จะจางลงเนื่องจาก MAb-Colloidal gold เกิดการแย่ง

กับ CTC อิสระในสารละลายจึงไม่เหลือ Mab-Colloidal gold ที่จะจับกับ CTC-BSA ที่ T line จาก

การอ่านผลการทดลองด้วยตาเปล่าพบว่าค่า cutoff เท่ากับ 40 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร และค่า VLOD 

เท่ ากับ  20 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ประเมินความเข้มสีด้ วยโปรแกรม ImageJ รุ่น  1.47m             

(ภาพที่ 4.21ข) น าค่า % ความเข้มสีที่ได้จากโปรแกรม ImageJ รุ่น 1.47m (ตารางที่ 4.11) มาสร้าง

กราฟสารละลายมาตรฐานของ CTC ในสารละลายน้ านมที่ทดสอบด้วยแถบทดสอบ  ได้สมการ

เส้นตรงคือ y = -36.23ln(x) + 160.57 (ภาพที่ 4.22) พบว่ามีค่า LOD เท่ากับ 9.2 นาโนกรัมต่อ

มิลลิลิตร 

จากการเปรียบเทียบกับความไวของแถบทดสอบในสารละลายบัฟเฟอร์ PB-T พบว่าค่าความ
ไวของแถบทดสอบลดลงจาก 20 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร เป็น 40 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตรในสารละลาย
ตัวอย่างน้ านม เนื่องจากการเจือจางเพื่อลดผลของเมทริกซ์ในน้ านม ก็ยังส่งผลถึงค่าความไวของแถบ
ทดสอบด้วย  
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ภาพที่ 4. 21 (ก) แถบทดสอบที่ทดสอบด้วยสารละลายมาตรฐาน CTC ความเข้มข้น 0-80 นาโนกรัม
ต่อมิลลิลิตร ในสารละลายน้ านม เพื่อหาความไวของแถบทดสอบ และ (ข) แสดงค่า % 
ความเข้มสีของ T line ที่อ่านด้วยโปรแกรม ImageJ รุ่น 1.47m 
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ตารางที่ 4. 11 แสดง % ความเข้มสแีละการลดลงของความเข้มสีที ่CTC ความเข้มขน้                  
0-80 นาโนกรมัต่อมิลลิลิตรในน้ านม 

 ความเข้มข้น CTC (นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) 
0 5 10 20 40 60 80 

% ความเข้มส ี 100 98.4 87.0 46.6 23.9 11.1 5.3 
% การลดลงของความเข้มส ี 0 1.6 13 53.4 76.1 88.9 94.7 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4. 22 กราฟสารละลายมาตรฐานของ CTC ในน้ านมที่ทดสอบด้วยแถบทดสอบ โดยอ่านค่า
ความเข้มสีด้วยโปรแกรม ImageJ รุ่น 1.47m 
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4.8.3 การหาความถูกต้องและความแม่นย าของแถบทดสอบในน้ านม 
 
 หาปริมาณคลอร์เททระไซคลิน ที่เติมในตัวอย่างน้ านม โดยให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 0, 5, 
10, 20, 40, 60 และ 80 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร  ปิเปตสารละลายตัวอย่าง 100 ไมโครลิตรมาทดสอบ
กับแถบทดสอบ จากนั้นน าค่าความเข้มสีที่ได้จากโปรแกรม ImageJ รุ่น 1.47m มาท ากราฟมาตรฐาน
ของคลอร์เททระไซคลิน ในสารละลายตัวอย่างน้ านม (ภาพที่ 4.22) หาความเข้มข้นคลอร์เททระไซค
ลินที่เติมลงไป โดยน ามาหาความถูกต้องจากการค านวณ %recovery และความแม่นย าจากการ
ค านวณ %CV ที่ได้จากการท า Intra-variation assay และ Inter-variation assay โดยน าความเข้ม
สีของแถบทดสอบที่อ่านด้วยโปรแกรม ImageJ รุ่น 1.47m มาใส่ในสมการเส้นตรงคือ y = -
36.23ln(x) + 160.57 จากผลการทดลองพบว่าการท า Intra-variation assay มีค่า %recovery อยู่
ในช่วง 76.3-113.7% และ % CV อยู่ในช่วง 1.1-17.6 % และการท า Inter-variation พบว่าค่า 
%recovery และ %CV อยู่ ในช่วง 85.3-114.5% และ 1.09-15.4 % (ตารางที่  4.12) จากการ
ทดลองท า Intra-variation assay และ Inter-variation พบว่าค่า %recovery และ %CV อยู่ในช่วง
เกณฑ์ที่ยอมรับได้คืออยู่ในช่วง 80-120 % และไม่เกิน 20% ตามล าดับ จากผลการทดลองหาค่า
ความถูกต้องและความแม่นย าโดยอ่านค่าความเข้มสีโดยโปรแกรม ImageJ รุ่น 1.47m พบว่าแถบ
ทดสอบสามารถตรวจวัดปริมาณคลอร์เททระไซคลิน ในสารละลายตัวอย่างน้ านมได้อย่างถูกต้องและ
แม่นย า 
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ภาพที่ 4. 23 การทดสอบ CTC ในตัวอย่างน้ านม 
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ตารางที่ 4. 12 ผลการวิเคราะห์ intra-variation assay และ intra-variation assay ในตัวอย่าง
น้ านม 

ปริมาณ 
CTC 

(ng/ml) 

Intra assay (n = 3) Inter assay (N=3,  n = 3) 
ปริมาณสารที่
วิเคราะห์ได้ 
(ng/ml) 

%Recovery %CV 
ปริมาณสารที่
วิเคราะห์ได้ 
(ng/ml) 

%Recovery %CV 

5.0 5.2 ± 0.5 108 9.6 5.2 ± 0.1 104 1.9 
10.0 11.3 ± 2.0 113 17.6 11 ± 1.7 110 15.4 
20.0 21.0 ± 2.2 105 10.4 20.5 ± 0.8 102.5 3.9 
40.0 45.5 ± 2.2 113.7 4.8 45.8 ± 0.5 114.5 1.09 
60 54.2 ± 0.6 90.3 1.1 54.7 ± 2.9 91.1 4.2 
80 61 ± 1.08 76.3 1.7 68.3 ± 10 85.3 14.6 

หมายเหตุ: Intra assay คือ การวิเคราะห์ตัวอย่างจ านวน 3 ครั้ง ในเวลาเดียวกัน 
   n คือจ านวนซ้ าของแต่ละความเข้มข้น 
   Inter assay คือ การวิเคราะห์ตัวอย่างจ านวน 3 ครั้ง ในเวลาต่างกัน 
   N คือ จ านวนครั้งที่ท าการทดลอง, n คือจ านวนซ้ าของแต่ละความเข้มข้น 
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4.8.4 การศึกษาเมทริกซ์ในน้ าผึ้ง 
 
เนื่องจากความหนืดของน้ าผึ้งเป็นปัจจัยหนึ่งที่อาจจะส่งผลต่อการไหลและการจับระหว่าง

แอนติบอดีกับแอนติเจนของแถบทดสอบ จึงท าการเจือจางเพื่อลดเมทริกซ์โดยเจือจาง 1:2, 1:5 และ 
1:10 ด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ PB-T เมื่อน ามาทดสอบกับแถบทดสอบ พบว่าน้ าผึ้งที่ระดับการเจือจาง 
1:2 ไม่สามารถเคลื่อนที่ผ่านไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนได้ ส่วนระดับการเจือจาง 1:5 และ 1:10 
สามารถเคลื่อนที่ผ่านไนโตเซลลูโลสเมมเบรนได้  (ภาพที่ 4.24)  จึงเลือกน้ าผึ้งที่ระดับการเจือจาง 
1:10 โดยพิจารณาจากระดับการเจือจางที่น้อยที่สุดที่ให้ความเข้มสีใกล้เคียงกับตัวควบคุมซึ่งระดับ
การเจือจาง 1:10 จะใช้ในการประเมินประสิทธิภาพของแถบทดสอบ CTC ในตัวอย่างน้ าผึ้งต่อไป 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4. 24 แถบทดสอบทีท่ดสอบด้วยน้ าผึ้งที่ระดับเจือจาง 1:2, 1:5 และ 1:10 
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ระดับการเจือจางน้ าผึ้ง 
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4.8.5 การหาความไวของแถบทดสอบในน้ าผึ้ง 
 

จากการศึกษาผลของแมทริกซ์ในน้ าผึ้งพบว่าใช้น้ าผึ้งที่ระดับการเจือจาง 1:10 มาทดสอบกับ

แถบทดสอบมาทดสอบหาความไวโดยเติม CTC ให้ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 0, 5, 10, 20, 40, 60 

และ 80 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ทดสอบกับแถบทดสอบ 100 ไมโครลิตร จากภาพที่ 4.25 ก จะเห็นว่า

เมื่อเพิ่มความเข้มข้น CTC แถบสีของ T line จะจางลงเนื่องจาก MAb-Colloidal gold เกิดการแย่ง

กับ CTC อิสระในสารละลายจึงไม่เหลือ Mab-Colloidal gold ที่จะจับกับ CTC-BSA ที่ T line จาก

การอ่านผลการทดลองด้วยตาเปล่าพบว่าค่า cutoff เท่ากับ 40 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร และค่า VLOD 

เท่ ากับ  20 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ประเมินความเข้มสีด้ วยโปรแกรม ImageJ รุ่น  1.47m             

(ภาพที่ 4.25 ข) น าค่า % ความเข้มสีที่ได้จากโปรแกรม ImageJ รุ่น 1.47m (ตารางที่ 4.13) มาสร้าง

กราฟสารละลายมาตรฐานของ CTC ในสารละลายน้ าผึ้งที่ทดสอบด้วยแถบทดสอบ ได้สมการเส้นตรง

คือ y = -15.69ln(x) + 74.544 (ภาพที่ 4.26) พบว่ามีค่า LOD เท่ากับ 2.66 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร 

 
จากการเปรียบเทียบกับความไวของแถบทดสอบในสารละลายบัฟเฟอร์ PB-T พบว่าค่าความ

ไวของแถบทดสอบลดลงจาก 20 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร เป็น 40 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตรในสารละลาย
ตัวอย่างน้ าผึ้ง เนื่องจากการเจือจางเพื่อลดผลของเมทริกซ์ในน้ าผึ้ง ก็ยังส่งผลถึงค่าความไวของแถบ
ทดสอบด้วย  
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(ก) 
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ภาพที่ 4. 25 (ก) แถบทดสอบที่ทดสอบด้วยสารละลายมาตรฐาน CTC ความเข้มข้น 0-80 นาโนกรัม

ต่อมิลลิลิตรในสารละลายน้ าผึ้ง เพื่อหาความไวของแถบทดสอบ และ (ข) แสดงค่า % 
ความเข้มสีของ T line ที่อ่านด้วยโปรแกรม ImageJ รุ่น 1.47m 
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ตารางที่ 4. 13 แสดง % ความเข้มสแีละการลดลงของความเข้มสีที ่CTC ความเข้มขน้                 

0-80 นาโนกรมัต่อมิลลิลิตรในน้ าผึ้ง 
 ความเข้มข้น CTC (นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) 

0 5 10 20 40 60 80 
% ความเข้มส ี 100 60.9 49.1 28.47 14.55 8.08 5.8 

% การลดลงของความเข้มส ี 0 39.1 50.9 71.53 85.4 91.9 94.2 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
ภาพที่ 4. 26 กราฟสารละลายมาตรฐานของ CTC ในสารละลายน้ าผึ้งที่ทดสอบด้วยแถบทดสอบโดย

อ่านค่าความเข้มสีด้วยโปรแกรม ImageJ รุ่น 1.47m 
 

 

 

 

 

      Logarithm สารละลายมาตรฐาน CTC (นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) 
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4.8.6 การหาความถูกต้องและความแม่นย าของแถบทดสอบในน้ าผึง้ 
  

หาปริมาณคลอร์เททระไซคลิน ที่เติมในตัวอย่างน้ าผึ้ง โดยให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 0, 5, 

10, 20, 40, 60 และ 80 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ทดสอบกับแถบทดสอบปริมาตร 100 ไมโครลิตร 

จากนั้นน าค่าความเข้มสีที่ได้จากโปรแกรม ImageJ รุ่น 1.47m มาท ากราฟมาตรฐานของคลอร์เทท

ระไซคลิน ในสารละลายตัวอย่างน้ าผึ้ง (ภาพที่ 4.27) หาความเข้มข้นคลอร์เททระไซคลิน ที่เติมลงไป 

โดยน ามาหาความถูกต้องจากการค านวณ %recovery และความแม่นย าจากการค านวณ %CV ที่ได้

จากการท า Intra-variation assay และ Inter-variation assay โดยน าความเข้มสีของแถบทดสอบที่

อ่านด้วยโปรแกรม ImageJ รุ่น 1.47m มาใส่ในสมการเส้นตรงคือ y = -15.69ln(x) + 74.544 จาก

ผลการทดลองพบว่าการท า Intra-variation assay มีค่า %recovery อยู่ในช่วง 66-133% และ    

% CV อยู่ในช่วง 14.2-29.9 % และการท า Inter-variation พบว่าค่า %recovery และ %CV อยู่

ในช่วง 76-132% และ 6.6-38.4 % (ตารางที่ 4.14) จากการทดลองท า Intra-variation assay และ 

Inter-variation พบว่าค่า %recovery และ %CV อยู่ในช่วงที่ใกล้เคียงกับเกณฑ์ที่ยอมรับได้คืออยู่

ในช่วง 80-120 % และไม่เกิน 20% ตามล าดับ จากผลการทดลองหาค่าความถูกต้องและความ

แม่นย าโดยอ่านค่าความเข้มสีโดยโปรแกรม ImageJ รุ่น 1.47m พบว่าแถบทดสอบสามารถตรวจวัด

ปริมาณคลอร์เททระไซคลิน ในสารละลายตัวอย่างน้ านมได้อย่างถูกต้องและแม่นย า 
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สารละลายมาตรฐาน CTC (นาโนกรัมต่อมลิลลิิตร) ในตัวอย่างน้ าผึ้ง 

 
ภาพที่ 4. 27 การทดสอบ CTC ในตัวอย่างน้ าผึ้ง 
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ตารางที่ 4. 14 ผลการวิเคราะห์ intra-variation assay และ intra-variation assay ในตัวอยา่ง 
    น้ าผึ้ง 

ปริมาณ 
CTC 

(ng/ml) 

Intra assay (n = 3) Inter assay (N=3,  n = 3) 
ปริมาณสารที่
วิเคราะห์ได้ 
(ng/ml) 

%Recovery %CV ปริมาณสารที่
วิเคราะห์ได้ 
(ng/ml) 

%Recovery %CV 

5.0 3.3 ± 0.5 66 14.2 3.9 ± 1.5 78 38.4 
10.0 13.8 ± 3.0 130 21.7 13.2 ± 0.8 132 6.6 
20.0 16.4 ± 3.9 82 23.7 19.2 ± 5.1 96 26.5 
40.0 53.5 ± 16.0 133 29.9 40 ± 12 100 30 
60 59.7 ± 17.3 99.5 28.9 63.6 ± 12 106 18.8 
80 76.4 ± 15.7 95.5 20.5 79.2 ± 8.6 99 10.8 

หมายเหตุ: Intra assay คือ การวิเคราะห์ตัวอย่างจ านวน 3 ครั้ง ในเวลาเดียวกัน 
   n คือจ านวนซ้ าของแต่ละความเข้มข้น 
   Inter assay คือ การวิเคราะห์ตัวอย่างจ านวน 3 ครั้ง ในเวลาต่างกัน 
   N คือ จ านวนครั้งที่ท าการทดลอง, n คือจ านวนซ้ าของแต่ละความเข้มข้น 
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บทที่ 5 
วิจารณแ์ละสรุปผลการทดลอง 

 
วิธีการตรวจหา CTC ตกค้างในอาหารสามารถท าได้ทั้งวิธีการยืนยันผลโดยใช้เครื่องมือ 

(confirmation method) และวิธีการคัดกรองเบื้องต้น (screening method) ในงานวิจัยนี้ ได้
เลือกใช้วิธีทางอิมมูโนแอสเสย์ ทั้งวิธี ELISA และ immunochromatography รูปแบบการแข่งขัน 
(competitive format) เนื่องจาก CTC เป็นสารขนาดโมเลกุลเล็ก ดังนั้นจึงต้องพัฒนาวิธีการ
ตรวจหา CTC ตกค้างในอาหาร โดยการเปรียบเทียบวิธี ELISA และ immunochromatography 
พบว่าวิธี ELISA เป็นวิธีที่ให้ผลเชิงปริมาณซึ่งอ่านสัญญาณการตรวจวัดของการเกิดปฏิกิริยาระหว่าง
แอนติบอดีกับแอนติเจน โดยการพิจารณาจากค่าการดูดกลืนแสงที่เกิดขึ้นของปฏิกิริยาเอนไซม์กับ
สับสเตรท อ่านผลด้วยเครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง ดังนั้นในการวิเคราะห์ด้วยวิธี ELISA จึงเป็นวิธีที่มี
ความไวสูง มีหลายขึ้นตอนและใช้เวลาประมาณ 2-3 ชั่วโมง (ไม่รวมขั้นตอนการเคลือบหลุมจาน 
ELISA) ในขณะที่วิธี immunochromatography ซึ่งในปัจจุบันนี้มีการน าไปใช้อย่างแพร่หลายในการ
ตรวจหาสารตกค้างในอาหาร โดยวิธีนี้เป็นวิธีที่ให้ผลเชิงคุณภาพ (ผลบวกหรือผลลบ) หรือกึ่งปริมาณ 
(มากกว่าหรือน้อยกว่าค่า cutoff) ซึ่งอ่านสัญญาณการตรวจวัดด้วยอนุภาคทองค าเชื่อมติดกับ
แอนติบอดีจึงสามารถอ่านผลได้ด้วยตาเปล่า ซึ่งโดยทั่วไปแล้ววิธี immunochromatography มี
ความไวน้อยกว่าวิธี ELISA อย่างไรก็ตามพบว่าวิธีนี้มีขั้นตอนที่ง่ายมีเพียงขั้นตอนเดียวและใช้เวลา
ประมาณ 15 นาที อีกทั้งมีขนาดเล็กจึงสามารถเคลื่อนย้ายไปทดสอบภาคสนามได้รวมทั้งไม่ต้องอาศัย
ผู้เชี่ยวชาญในการทดสอบและไม่จ าเป็นต้องใช้อุปกรณ์ราคาแพง โดยเมื่อเปรียบเทียบกันระหว่าง 2 
วิธีจะพบว่าวิธี ICA เป็นวิธีที่ง่ายและเร็วกว่าวิธี ELISA ดังนั้นซึ่งน าไปสู่งานวิจัยในครั้งนี้ที่จะพัฒนาวิธี
แถบทดสอบในการตรวจวัด CTC ตกค้างในตัวอย่างน้ านมและน้ าผึ้ง 

 
 เนื่องจาก CTC เป็นสารที่มีขนาดโมเลกุลน้อยจึงไม่เหมาะในกระตุ้นภูมิคุ้มกันของสัตว์ทดลอง
ให้สร้างแอนติบอดีต่อ CTC โดยตรงได้ ดังนั้นจึงต้องท าการเชื่อม CTC กับโปรตีนพาหะ BSA ให้มี
ขนาดโมเลกุลใหญ่ก่อนจึงจะน าไปฉีดสัตว์ทดลองได้ หลังจากฉีดกระตุ้นหนูทดลองและน าซีรัมของหนู
แต่ละตัวไปหาระดับแอนติบอดี (ไตเตอร์) พบว่าให้ระดับไตเตอร์อยู่ในช่วง 1:128.000-1:156,000 
และสามารถท าปฏิกิริยากับ CTC ในรูปอิสระได้ จากนั้นจึงน าเซลล์ม้ามของหนูที่ถูกกระตุ้นด้วย CTC 
มาหลอมรวมกับเซลล์มัยอีโลมา P3X ทั้งหมด 3 ครั้ง พบว่าได้เซลล์ไฮบริโดมาที่เสถียรในการสร้างโม
โนโคลนอลแอนติบอดีต่อ CTC เพียง 1 โคลน จากการศึกษาลักษณะเบื้องต้นของโมโนโคลนอล
แอนติบอดีที่ได้มีไอโซไทป์เป็นชนิด IgG1 มีค่า LOD เท่ากับ 0.1 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร มีความไว 
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(IC50) เท่ากับ 0.33 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร และมีความจ าเพาะสูงต่อ CTC ซึ่งเกิดปฏิกิริยาข้ามต่ ากับ
สารในและนอกกลุ่มเทททระไซคลินน้อยกว่า 0.033% โดยวิธี icELISA จึงเหมาะส าหรับตรวจวัด
เฉพาะ CTC  
 
 จากการศึกษาที่ผ่านมามีรายงานการผลิตแอนติบอดีต่อ CTC ทั้งในรูปแบบโพลีโคลนอล
แอนติบอดีและโมโนโคลนอลแอนติบอดี  โดยในปี 2008 Zhao และคณะ ได้ผลิตโพลีโคลนอล
แอนติบอดีต่อ CTC ให้ค่า IC50 เท่ากับ 15.0 ± 6.0 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม  ซึ่งเกิดปฏิกิริยาข้ามต่ ากับ 
TC เท่ากับ 3 % โดยวิธี ELISA (25) และในปี 2011 ได้พัฒนาวิธี ELISA และ ICA โดยใช้ MAb ต่อ 
CTC ที่ผลิตได้ พบว่าวิธี ELISA ให้ค่า IC50 เท่ากับ 0.66 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร เกิดปฏิกิริยาข้ามกับ
สารในกลุ่มและนอกกลุ่มเททระไซคลินน้อยกว่า 0.06% (26) ดังนั้นจะเห็นได้ว่าในงานวิจัยครั้งนี้โมโน
โคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตได้มีความไวสูงกว่าและมีความจ าเพาะต่อ CTC  
 
 จากข้อมูลของวิธี ELISA แสดงให้เห็นว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ได้มีความไวสูงพอส าหรับ
น าไปพัฒนาแถบทดสอบส าหรับตรวจหา CTC โดยวิธี immunochromatography แบบ lateral 
flow ซึ่งจากงานวิจัยนี้ได้มีการหาสภาวะที่เหมาะสมในการเตรียมแถบทดสอบ ซึ่งพบว่าแถบทดสอบ
ต้นแบบ บริเวณ T-line ใช้ BSA-CTC ที่ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ในขณะที่ใช้ โมโน
โคลนอลแอนติบอดีเข้มข้น 120 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรในการเชื่อมติดกับอนุภาคทองค าขนาด 40 นา
โนเมตร หลังจากประกอบเป็นชุดแถบทดสอบพบว่าแถบทดสอบให้ค่าความไวหรือค่า cutoff ที่ความ
เข้มข้น 20 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ค่า VLOD ที่ความเข้มข้น 10 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตรเมี่อแปลผลด้วย
ตาเปล่า นอกจากนี้ได้ถ่ายรูปและใช้โปรแกรม Image J รุ่น 1.47 m ในการอ่านผลทดสอบพบว่าให้
ค่า LOD เท่ากับ 2.8 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร  ซึ่งโดยทั่วไปแล้วการใช้เครื่องมือมาช่วยในการอ่านผลจะ
สามารถหาความไวได้สูงกว่าการแปลผลด้วยสายตา และในส่วนของความจ าเพาะของแถบทดสอบนั้น
พบว่าไม่เกิดปฏิกิริยาในกลุ่มและนอกกลุ่มเททระไซคลิน เช่นเดียวกับวิธี ELISA  
 

การน า MAb ไปใช้ในการตรวจหา CTC ในตัวอย่างน้ านมและน้ าผึ้งโดยการเติมสารมาตรฐาน 
CTC ลงไปในตัวอย่างและน าไปทดสอบด้วยวิธี ELISA และ ICA โดยผลของส่วนประกอบหรือเมทริกซ์
ที่อยู่ในอาหารเป็นปัจจัยที่ส าคัญที่มีผลต่อความถูกต้อง (%recovery) และความแม่นย า (%CV) (28) 
(25) ดังนั้นเพื่อลดผลการรบกวนดังกล่าวจึงท าการเจือจางตัวอย่างให้เหมาะสมก่อนการทดสอบด้วย
วิธี ELISA ในน้ านมและน้ าผึ้งซึ่งเจือจาง 1:40 ก่อนท าการทดสอบ ส าหรับวิธี ICA ตัวอย่างน้ านมและ
น้ าผึ้งจะถูกเจือจาง 1:5 และ 1:10 ตามล าดับ ดังนั้นจะเห็นได้ว่าเมทริกซ์ในอาหารมีผลกระทบต่อวิธี 
ELISA มากกว่าวิธี ICA  
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เมื่อทดสอบในน้ านมโดยวิธี ELISA มี %Recovery อยู่ในช่วง 100-105.5 % และ %CV อยู่ในช่วง 
3.3-9 % ในน้ าผึ้งมี %Recovery อยู่ในช่วง 99-104 % และ %CV อยู่ในช่วง 1.8-10.1 % จากนั้นทดสอบ
โดยวิธี ICA พบว่าในน้ านม มีค่า VLOD เท่ากับ 20 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร และ ค่า cutoff เท่ากับ 40 นาโน
กรัมต่อมิลลิลิตร และ ในน้ าผึ้งมีค่า VLOD เท่ากับ 20 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร และ ค่า cutoff เท่ากับ 40 นา

โนกรัมต่อมิลลิลิตรและ ดังนั้นจากผลการทดลองชี้ให้เห็นว่าแถบทดสอบ CTC ที่พัฒนาขึ้นสามารถใช้
ตรวจหา CTC ตกค้างในอาหารได้อยู่ในเกณฑ์ความเชื่อมั่นและยอมรับได้โดยสามารถตรวจวัด CTC 
ได้ต่ ากว่าค่า MRLs ในน้ านมเท่ากับ 100 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร และน้ าผึ้ง เท่ากับ 300 นาโนกรัมต่อ
มิลลิลิตร 

 
 จากการศึกษาในครั้งนี้สรุปได้ว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ CTC ที่ผลิตได้นั้นมีค่าความไวสูง
และมีปฏิกิริยาข้ามกับสารในและนอกกลุ่มเททระไซคลินต่ า จึงสามารถน าไปใช้ในการพัฒนาแถบ
ทดสอบ CTC ต้นแบบที่สามารถใช้งานง่ายและแปลผลทดสอบได้รวดเร็วภายใน 15 นาทีด้วยตาเปล่า 
ดังนั้นแถบทดสอบน้ีจึงสามารถน าไปตรวจคัดกรองเบ้ืองต้นเพ่ือหา CTC ในตัวอย่างน้ านมและน้ าผึ้งได ้
 
 

 ข้อเสนอแนะ 
 
 เนื่องจากแถบทดสอบนี้เป็นวิธีที่ใช้ในการตรวจคัดกรองสารตกค้างเบื้องต้นซึ่งสามารถ
รายงานผลในเชิงคุณภาพและกึ่งปริมาณเท่านั้น อย่างไรก็ตามหากต้องการผลที่มีความแม่นย า
มากกว่านี้อาจจ าเป็นต้องท าการทดสอบในสารละลายตัวอย่างจ านวนซ้ าเพิ่มขึ้น โดยในงานวิจัยครั้งนี้
ทดสอบกับตัวอย่างสารละลายน้ าผึ้งและน้ านมเพียงจ านวน 3 ซ้ าซึ่งอาจจะไม่เพียงพอต่อความถูกต้อง
และความแม่นย า นอกจากนี้ยังสามารถน าแถบทดสอบไปประยุกต์ใช้ในการตรวจหา CTC ในตัวอย่าง
อาหารประเภทอื่นได้ เช่น ผลิตภัณฑ์จากสัตว์ (เนื้อสัตว์, ตับ, ไต, ไข)่  
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ภาคผนวก ก 

 

กราฟมาตรฐานส าหรับหาปริมาณโปรตีนด้วยวิธี BCA assay 

ตารางที่ ก. 1 ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 560 นาโนเมตรของสารละลาย BSA มาตรฐานด้วย
วิธี BCA ส าหรบัการหาปริมาณโปรตีนของ CTC-BSA  

ความเข้มข้นของสารละลาย  
มาตราฐาน BSA 

(มิลลกิรัมต่อมลิลิลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  
560 นาโมเมตร 

0 0.0000 
0.1 0.1770 
0.2 0.3366 
0.4 0.5926 
0.6 0.8407 
0.8 1.0712 
1 1.2845 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ ก. 1 กราฟมาตรฐานของสารละลาย BSA ด้วยวิธี BCA ส าหรับการหาปริมาณโปรตีนของ 
CTC-BSA 
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ตารางที่ ก. 2 ปริมาณโปรตีนของ CTC-BSA ด้วยวิธี BCA assay 

ระดับการเจือจาง   
CTC-BSA 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น 560 นาโนเมตร 

ความเข้มข้นของ CTC-BSA 
(มิลลกิรัมต่อมลิลิลิตร) 

1/4 1.03 2.77 

1/8 0.61 2.87 
1/16 0.37 2.71 

ค่าเฉลี่ย  2.78 
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ตารางที่ ก. 3 ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 560 นาโนเมตรของสารละลาย OVA มาตรฐาน 
ด้วยวิธี BCA ส าหรับการหาปริมาณโปรตีนของ CTC-OVA 

ความเข้มข้นของสารละลาย  
BSA มาตราฐาน  

(มิลลกิรัมต่อมลิลิลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  
560 นาโมเมตร 

0  0.0000 
0.1 0.1540 
0.2 0.2835 
0.4 0.5386 
0.6 0.7349 
0.8 0.9092 
1 1.1087 

 
 

 

 

 

 

 

 

 
 
ภาพที่ ก. 2 กราฟมาตรฐานของสารละลาย BSA ด้วยวิธี BCA ส าหรับการหาปริมาณโปรตีนของ 

CTC-OVA 
 
 

 

Ab
so

rb
an

ce
 a

t 5
60

 

nm
 

Protein concentration (mg/ml) 
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ตารางที่ ก. 4 ปริมาณโปรตีนของ CTC-OVA ด้วยวิธี BCA assay 

ระดับการเจือจาง   
CTC-OVA 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น 560 นาโนเมตร 

ความเข้มข้นของ CTC-OVA 
(มิลลกิรัมต่อมลิลิลิตร) 

1/4 1.03 2.74 

1/8 0.58 2.67 
1/16 0.36 2.51 

ค่าเฉลี่ย 2.63 
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ภาคผนวก ข 
 

การเตรียมสารเคมี 
 

ข.1 การเตรียมสารละลายส าหรับการเชื่อม CTC กับโปรตีนพาหะ 
 1) 0.1 M MES, pH 4.7 ที่มี 0.15 M NaCl 
     MES monohydrate    21.33 กรัม 
     NaCl     8.77 กรัม 
     น้ ากลั่น     1 ลิตร 
     ปรับ pH ให้ได้ 4.7 ด้วย 1 M HCl 
 2) 37% (v/v) Formaldehyde 
     40 % Formaldehyde   9.25 มิลลิลิตร 
     ปรับปริมาตรน้ ากลั่นให้เป็น   0.75 มิลลิลิตร 
 
ข.2 การเตรียมอาหารเลี้ยงเซลล์ไฮบริโดมา 
 1) Stock HAT 100X     
     Hypoxanthine    0.1361 กรัม (ในน้ ากลัน่ 20 มิลลิลิตร) 
     Aminopterin    0.0018 กรัม (ในน้ ากลัน่ 20 มิลลิลิตร) 
     Thymidine     0.038 กรัม (ในน้ ากลัน่ 20 มิลลิลิตร) 
ผสมให้เข้ากัน เติมน้ ากลั่นให้ครบ 100 มิลลลิิตร แล้วน าไปกรองผ่านกระดาษกรองขนาด 22 
ไมโครเมตร แบ่งใส่หลอดหลอดละ 10 มิลลลิิตร แล้วเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส 
หมายเหตุ เนื่องจาก Aminopterin ละลายยากให้น าไปอุ่นที่ water bath ที่อุณหภูมิไม่เกิด 60 องศา
เซลเซียสจนกวา่จะละลาย 

2) Stock 100XHT 
    Hypoxanthine    0.0018 กรัม (ในน้ ากลัน่ 20 มลิลิลิตร) 
    Thymidine     0.038 กรัม (ในน้ ากลัน่ 20 มิลลิลิตร) 

ผสมให้เข้ากัน เติมน้ ากลั่นให้ครบ 100 มิลลลิิตร แล้วน าไปกรองผ่านกระดาษกรองขนาด 22 
ไมโครเมตร แบ่งใส่หลอดหลอดละ 10 มิลลลิิตร แล้วเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส 
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3) อาหารเลี้ยงเซลล์ไฮบริโดมา 
    RPMI 1640     10.4 กรัม 
    NaHCO3     2 กรัม 
    L-glutamin     0.1 กรัม 
    Glucose     2 กรัม 
    Pyruvic acid     0.11  กรัม 
    น้ ากลั่น     1 ลิตร 
    ละลายสารทุกอย่างในน้ ากลั่น ผสมให้เข้ากัน แล้วน าไปกรองผ่านกระดาษกรองขนาด 22        
    ไมโครเมตร แบ่งใส่ขวดแกว้ปริมาตรขวดละ 100 มิลลิลิตร แล้วเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศา   
    เซลเซียส 
5) 50% PEG (Polyethylene glycol) 
   น า PEG อุ่นให้ละลายที่อณุหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ปริมาตร 2 มิลลลิิตรผสมกับอาหาร  
   เลี้ยงเซลล์ไฮบริโดมา ปริมาตร 2 มิลลิลิตร แบ่งใส่หลอดลอดละ 1 มิลลิลิตร แล้วเกบ็ไว้ที่ 
   อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส ก่อนการหลิมรวมเซลล์น ามาอุ่นที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
5) น้ ายาเก็บเซลล์อย่างถาวรในสภาวะแช่แข็ง (Freezing medium) 

     อาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640   90 มิลลิลิตร 
    Dimethyl sulfoxide (DMSO)   10 มิลลิลิตร 

     ผสมให้เข้ากัน แล้วน าไปแช่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (ขณะที่ใช้งานควรแช่ในน้ าแข็ง) 
 
ข.3 การเตรียมสารละลายส าหรับใช้ในการท าบริสุทธิ์แอนติบอดี 

1) 20 mM sodium phosphate, pH 7.0 (equilibrated buffer หรือ buffer A) 
    NA2HPO4.12H2O    2.85 กรัม (ในน้ ากลัน่ 1 ลิตร) 
    NaH2PO.H2O    1.65 กรัม (ในน้ ากลัน่ 1 ลิตร) 
    ไตไตรทสารละลาย NA2HPO4 ด้วยสารละลาย NaH2PO จนได้ pH 7 กรองด้วยกระดาษ 
    กรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
2) 0.1 M Glycine-HCl buffer, pH 2.7 (eluted buffer หรือ บัฟเฟอร์ B) 
    Glycine-HCl     7.5 กรัม 
    ละลายน้ าปราศจากไอออน   1 ลิตร 
    ปรับ pH ให้ได้ 2.7 ด้วย 6 M HCl กรองด้วยกระดาษกรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร เก็บ 
    ไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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3) 1M Tris-HCl, pH 9.0 
    Tris base      12.11 กรัม 
   ปรับ pH ให้ได้ 2.7 ด้วย 6 M HCl กรองด้วยกระดาษกรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร เก็บไว้ 
   ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 
ข.4 การเตรียมสารละลายส าหรับใช้ในวิธี ELISA 

1) 0.2 M Phosphate buffer pH 7.4 (PB stock) 
NaH2PO4         27.60 กรัม (ในน้ ากลัน่ 1 ลิตร)     
Na2HPO4         71.63 กรัม (ในน้ ากลัน่ 1 ลิตร) 

    ไตเตรทสารละลาย Na2HPO4 ด้วยสารละลาย NaH2PO4 จนได้ pH 7.4  
 2) 0.01 M Phosphate Buffer Saline (PBS) pH 7.4 
     PB stock     1 ลิตร 
     NaCl     175  กรัม 
     น้ าปราศจากไอออน    18 ลิตร 
 3) 0.05% Tween 20 ใน PBS (PBS-T) 
     Tween 20     500 ไมโครลิตร 
     PBS      1   ลิตร 

4) 5% นมพรอ่งมันเนย  
     นมพร่องมันเนย    5 กรัม 
     PBS         100 มิลลิลิตร 
 5) 0.2 M Citrate buffer pH 4.0 

    Potassium citrate    33.2  กรัม 
    Citric acid     21.54  กรัม 

     น้ าปราศจากไอออน    1  ลิตร 
    ปรับ pH ดว้ย Citric acid ให้ได้ pH 4.0 
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6) Substrate solution 
    3,3’ ,5,5’- Tetramethylbenzidine (TMB) 3.0 มิลลิลิกรัม 

     DMSO     300 มิลลิลิตร 
     0.2 M Citrate buffer    10 มิลลิลิตร 
     30% H2O2     3.4 ไมโครลิตร 
 7) 1 M H2SO4 (Stopping reagent) 

    H2SO4 (96%)    98 มิลลิลิตร 
     น้ าปราศจากไอออน    902 มิลลิลิตร 
     ค่อยๆ เทกรดลงในน้ ากลัน่ ผสมให้เข้ากนั 
     หมายเหตุ ควรน าขวดไปแช่ในน้ าที่อุณหภูมิห้องขณะเทกรด เนื่องจากจะเกิดความร้อน 
 
ข.5 Buffers and reagents for ICA test strip 

1) 0.01 M phosphate buffer, pH 7.4 (PB)  
    0.01 PB stock    50 มลิลิลิตร 

     น้ าปราศจากไอออน    950 มิลลิลิตร 
     ค่อยๆ เทกรดลงในน้ าปราศจากไอออนผสมให้เข้ากัน 
     หมายเหตุ ควรน าขวดไปแช่ในน้ าที่อุณหภูมิห้องขณะเทกรด เนื่องจากจะเกิดความร้อน 

2) 0.1% (v/v) Tween-20 in PB (PBT) 
    Tween-20     1 มิลลิลิตร 
    PB       1 ลิตร 
3) 2 mM sodium borate buffer, pH 8.2 (BB) 
    Sodium tetraborate   0.76 กรัม (ในน้ ากลัน่ 1 ลิตร) 
    Boric acid     0.12 กรัม (ในน้ ากลัน่ 1 ลิตร)  
    ไตเตรทสารละลาย sodium tetraborate ด้วย สารละลาย boric acid จนได้ pH 8.2  
4) 0.2 M sodium carbonate 
    Sodium carbonate    2.12 กรัม 

    น้ าปราศจากไอออน    100 มิลลิลิตร 
5) 10% (w/v) NaCl 

NaCl 10 กรัม 
น้ าปราศจากไอออน 100 มิลลิลิตร 
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 6) 5% (w/v) BSA 
 BSA 50 มิลลิกรัม 
น้ าปราศจากไอออน 1 มิลลิลิตร 

 7) 2% (w/v) sucrose 
   Sucrose 20 มิลลิกรัม 
   น้ าปราศจากไออน 1 มิลลิลิตร 

8) 1% (w/v) BSA ใน PB-T (membrane blocking solution) 
BSA 100 มิลลิกรัม 
PB-T 10 มิลลิลิตร 
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