
บทที่ 3 
ระเบียบวธีิวจิัย 

 
สารเคมี 
 

 Acrylamide/Bis Acrylamide 29:1 (AccuGelTM, National diagnostics, England), BCA 
protein assay reagent A (Thermo scientific, Germany), Bovine serum albumin (BSA) (Sigma, 
USA), Chitosan (CS) MW 100 kDa95 % DD (Seafresh, Thailand), Fetal bovine serum 
(GibcoTM, Invitrogen, USA), Horseradish peroxidase (HRP) conjugated goat anti-mouse IgG 
(Invitrogen, USA), Horseradish peroxidase (HRP) conjugated goat anti-mouse IgA 
(Invitrogen, USA), Ketamine hydrochloride (Gedeon Richter, Hungary), Mouse IFN-γ ELISA 
kits (BD OptEIA™, BD Biosciences, USA), Mouse IL-4  ELISA kits (BD OptEIA™, BD 
Biosciences, USA), Ovalbumin (OVA) grade V 44kDa (Sigma, USA), 
Phenylmethylsulfonylfluoride (PMSF) (Sigma, USA), Pilocarpine (Sigma, USA), 
Penicillin/streptomycin (GibcoTM, Invitrogen, USA), Protein ladder (BenchMarkTM, Invitrogen, 
USA), RPMI-1640 (GibcoTM, Invitrogen, USA), Silver staining kit(AMRESCO, USA), Sodium 
dodecyl sulfate (Ajax chemical, Autralia), Sodium tripolyphosphate (TPP) (Sigma, USA), 
TMB ELISA substrate (3,3′,5,5′-tetramethylbenzidine) (Invitrogen, USA), Trypsin inhibitor 
(Invitrogen, USA), Xylazine hydrochloride (LBS laboratory, Thailand) 
 
เคร่ืองมือและอุปกรณ์ 
 

 Double beam spectrophotometer (UV-2101PC, Shimadsu, Japan), Freeze dryer 
(Martin Christ GmbH, Osterode am Harz, Germany), Gel electrophoresis set (Mini-
PROTEAN®3Cell, Bio-Rad, USA), Microplate reader (MRX Revelation, Dynex Technologies, 
USA), Particle size analyzer (Zetasizer Nano ZS90, Malvern Instruments, UK), 

Ultracentrifuge (Optima L-100K ultracentrifuge, Beckman, UK) 
 
สัตว์ทดลอง 
 

หน ูmice พนัธุ์ Balb/c เพศเมีย อาย ุ5-6 สปัดาห์ น า้หนกัประมาณ 20-25 g จ านวน 30 ตวั 
จากศนูย์สตัว์ทดลองแหง่ชาติ มหาวิทยาลยัมหิดล หนูถกูเลีย้งท่ีห้องสตัว์ทดลองของคณะเภสชัศาสตร์ 
มหาวิทยาลยัอบุลราชธานี อย่างน้อย 1 สปัดาห์ก่อนการทดลอง โดยให้อาหารส าเร็จรูปตามมาตรฐาน

http://en.wikipedia.org/wiki/Sodium_dodecyl_sulfate
http://en.wikipedia.org/wiki/Sodium_dodecyl_sulfate
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ของส านกัสตัว์ทดลอง และดื่มน า้ตลอดเวลา เปล่ียนอาหารและน า้ด่ืมทกุ 2 วนั เปล่ียนวสัดรุองนอนทกุ 
3 วนั สภาวะท่ีใช้ในการเลีย้ง คือ อณุหภูมิ 23 ± 2°C ความชืน้สมัพทัธ์ 55-60%ระยะเวลาท่ีสมัผสัแสง 
คือ มีแสง 12 ชัว่โมง และปิดไฟ 12 ชัว่โมง หนถูกูงดอาหารและน า้ก่อนให้วคัซีน 2 ชัว่โมง (Mangal et 
al., 2011)โดยการทดลองในสตัว์ทดลอง ได้รับอนมุตัิการใช้สตัว์ทดลองจากคณะกรรมการก ากบัดแูล
การเลีย้งและใช้สตัว์ทดลอง มหาวิทยาลยัอบุลราชธานี (Ethics committee) (ID 3/2555/thesis) 
 
วิธีด าเนินการวิจัย 
 
ส่วนที่ 1  การคัดเลือกต ารับไคโตแซนนาโนพาร์ทเิคิลเพ่ือน าส่งวัคซีนทางจมูก 
 

1. การตัง้ต ารับไคโตแซนนาโนพาร์ทเิคิล 
เตรียมไคโตแซนนาโนพาร์ติเคิลด้วยวิธี Ionotropic gelation ดดัแปลงจากวิธีของ Kim and 

Kang (2008) โดยละลายไคโตแซนใน 1% w/v acetic acid ท่ีปรับ pH เป็น 3.5 ด้วย 1 N NaOH 
จากนัน้หยด TPP ความเข้มข้น 1 mg/mL ลงไปในสารละลายไคโตแซนซึ่งป่ันด้วย magnetic stirrer
ความเร็ว 1000 rpm ตลอดเวลา และปรับเปล่ียนความเข้มข้น ปริมาณไคโตแซน และปริมาณ TPP 
เพ่ือให้ได้ไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคลิต ารับตา่งๆ ดงัตารางท่ี 2 
 
ตารางท่ี 2  สว่นประกอบของต ารับไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคลิ จ านวน 9 ต ารับ 
 

ต ารับที่ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 
สัดส่วนโดยมวล 
ไคโตแซนต่อ TPP 

3:1 4:1 5:1 

ความเข้มข้นของไคโต
แซน (mg/mL) 

1 2 3 1 2 3 1 2 3 

ปริมาณสารละลายไคโตแซน 
(mL) 

31.5 25.2 21 33.6 28 24 35 30 26.25 

ปริมาณ TPP (mL) 
ความเข้มข้น 1 mg/mL 

10.5 16.8 21 28 14 18 7 12 15.75 

ปริมาณ OVA (mg) 21 21 21 21 21 21 21 21 21 
ปริมาตรรวม (mL) 42 42 42 42 42 42 42 42 42 
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 กักเก็บโอวัลบูมิน (ovalbumin, OVA) โดยเติมโอวัลบูมินใน TPP ก่อนท าปฏิกิริยากับ
สารละลายไคโตแซน ความเข้มข้นสดุท้ายของโอวลับูมินหลงัเตรียมต ารับเป็น 0.5mg/mL ป่ันทิง้ไว้ 1 
ชัว่โมง จากนัน้เก็บไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิล ด้วยการป่ันเหว่ียงท่ี 14,000 rpm ท่ีอณุหภูมิ 4°C นาน 30 
นาที เก็บส่วนตะกอน (precipitate) และส่วนสารละลาย (supernatant) น าอนภุาคในส่วนตะกอนมา
กระจายตวัใน phosphate buffer (PBS) pH 7.4 เพ่ือใช้ทดสอบตอ่ไป  อนภุาคอีกส่วนหนึ่งน าไปท าให้
อยู่ในรูปผงแห้งด้วยวิธี freeze–drying ตามวิธีของ Prego et al. (2010) และเก็บไว้ท่ีอณุหภูมิ 4°C 
เพ่ือใช้ทดสอบความคงตวัและฤทธ์ิกระตุ้นภมูิคุ้มกนัในสตัว์ทดลองตอ่ไป 
 

2. การประเมินคุณสมบัตขิองไคโตแซนนาโนพาร์ทเิคิล 
 

 2.1 คุณสมบัตทิางกายภาพของไคโตแซนนาโนพาร์ทเิคิล 
การประเมินคณุสมบตัิทางกายภาพของไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิล ท าโดยวดัขนาดและประจุท่ี

ผิวอนภุาค วิธีทดลองดดัแปลงจากวิธีของ Csaba et al. (2009b) โดยกระจายอนภุาคในน า้ปราศจาก
ไอออน (deionized water; DI) ท่ีกรองผ่านเมมเบรนขนาด0.2 µm วดัขนาดและประจท่ีุผิวอนภุาคด้วย
เคร่ือง particle size analyzer ซึ่งใช้เทคนิค photo correlation spectroscopy (PCS) ของอนภุาคท่ี
เคล่ือนท่ีแบบ Brownian ท่ีอณุหภูมิ 25°C และมีคา่มมุการวดัการกระเจิงของแสง (angle detection) 
เท่ากับ 90◦ ท าซ า้สามครัง้ในแต่ละต ารับ  แสดงผลของขนาดอนุภาคในรูปค่าเฉล่ียของอนุภาค และ
ดชันีการกระจายตวัของขนาดอนุภาค (polydispersion index ; PDI) และแสดงผลค่าประจุท่ีผิว
อนภุาคในรูปชนิดและคา่ประจทุางไฟฟ้าเฉล่ีย โดยค านวณจากคา่ electrophoretic mobility  

 
2.2 การวิเคราะห์หาปริมาณแอนตเิจนท่ีกักเก็บ และบรรจุในไคโตแซนนาโนพาร์ทเิคิล 

การวิเคราะห์หาปริมาณโอวัลบูมินด้วยวิธี BCA protein assay ดดัแปลงจากวิธีของ 
Walker (2002) ท าโดยเตรียม working reagent (WR) จาก BCA protein assay reagent A กบั
สารละลาย cupric sulfate (5X hydrated) 40 mg/mL ในสดัส่วน 50:1 โดยปริมาตร ผสม WR 1 mL
กบัสารละลายโอวลับมูินความเข้มข้นตา่งๆ ปริมาตร 50 µL บม่ท่ีอณุหภมูิ 60°C นาน 30 นาที ทิง้ไว้จน
มีอุณหภูมิ ห้อง วัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 562 nm ด้วยเคร่ือง double beam 
spectrophotometer สร้างกราฟมาตรฐานระหว่างค่าการดูดกลืนแสง และความเข้มข้นของ
สารละลายโอวลับมูิน เพ่ือใช้ส าหรับการวิเคราะห์หาปริมาณโอวลับมูิน 
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2.2.1 การกักเก็บแอนตเิจน (encapsulation efficiency: EE)  
โดยใช้หลกัการวิเคราะห์ทางอ้อม (indirect method) (Sadeghi et al., 2008a) โดยหา

ปริมาณโปรตีนท่ีกกัเก็บได้จากปริมาณโปรตีนทัง้หมดหกัลบด้วยโปรตีนท่ีเหลือในชัน้ supernatant การ
วิเคราะห์ปริมาณโปรตีนท าโดยวิธี BCA assay และค านวณหาร้อยละของการกกัเก็บแอนติเจน (% 
encapsulation efficiency: % EE) จากสมการ 
 

                            % EE = [(A-B)/A] x 100                                                              
 

 เม่ือ  A คือ ปริมาณแอนตเิจนทัง้หมดท่ีใช้เตรียมต ารับ (mg) 
                        B คือ ปริมาณแอนตเิจนท่ีวิเคราะห์ได้จากชัน้ supernatant (mg) 
 

2.2.2 การบรรจุแอนตเิจน (loading capacity: LC)  
ความสามารถในการบรรจแุอนติเจนในต ารับ แสดงคา่เป็นร้อยละการบรรจแุอนติเจน (% 

loading capacity: % LC) ซึ่งเป็นสดัส่วนโดยมวลของแอนติเจนท่ีกกัเก็บได้ในต ารับตอ่น า้หนกัของ
ต ารับดงัสมการ (Borges et al., 2008) 
 
                            % LC = [(A-B)/C] x 100   
 
 เม่ือ A คือ ปริมาณแอนตเิจนทัง้หมดท่ีใช้เตรียมต ารับ (mg) 
                     B คือ ปริมาณแอนตเิจนท่ีวิเคราะห์ได้จากชัน้ supernatant ทัง้หมด (mg) 
       C คือ น า้หนกัของไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคลิหลงัเตรียมในรูปผงแห้ง (mg) 
 

2.3 การปลดปล่อยแอนตเิจนท่ีกักเก็บในไคโตแซนนาโนพาร์ทเิคิล 
 การทดสอบการปลดปล่อยโอวลับมูินท่ีกกัเก็บในไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิล ท่ี pH และเวลา
ตา่งๆ ดดัแปลงจากวิธีของ Mangal et al (2011) โดยน าโอวลับมูินท่ีกกัเก็บในไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิล 
น า้หนกั 1 mg มากระจายตวัใน PBS ท่ี pH 7.4, 6.8 และ 4.5 ปริมาตร 1.5 mL ซึ่งผสม sodium azide 
0.01 % w/w เพ่ือยบัยัง้การเจริญเติบโตของเชือ้จลุชีพ บม่ท่ีอณุหภูมิ 37°C เขย่าด้วยความเร็ว 50 rpm 
จากนัน้น ามาป่ันเหว่ียงท่ี 14,000 rpm อุณหภูมิ 4°C นาน 30 นาที แยกส่วน supernatant มา
วิเคราะห์หาปริมาณแอนติเจนด้วยวิธี BCA protein assay วิเคราะห์การปลดปล่อยแอนติเจนจากไค
โตแซนนาโนพาร์ทิเคลิ ท่ีเวลา 1, 3, 6 และ12 ชัว่โมง หลงัจากนัน้เก็บตวัอยา่ง ทกุๆ 24 ชัว่โมง เป็นเวลา 
7 วนั และเก็บแอนตเิจนท่ีปลดปลอ่ยบางสว่น เพ่ือทดสอบความคงตวัของแอนตเิจนตอ่ไป 
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2.4 การทดสอบความคงตัว 
 

2.4.1 การทดสอบความคงตัวทางกายภาพของระบบน าส่ง  
โดยประเมินจากการเปล่ียนแปลงขนาดและประจท่ีุผิวอนภุาค ด้วยวิธีการเช่นเดียวกบัข้อ 

2.1 ทัง้ก่อนและหลงัการเตรียมในรูปผงแห้งในภาชนะท่ีปิดสนิท และเก็บพ้นแสง ท่ีอณุหภูมิ 4°C เป็น
เวลา 3 เดือน (Grenha et al., 2005) 

 
2.4.2 การทดสอบความคงตัวของแอนตเิจนที่กักเก็บในไคโตแซนนาโนพาร์ทเิคิล  
ทัง้ก่อนและหลังการเตรียมในรูปผงแห้งท่ีเวลาต่างๆ  น าไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลท่ีกักเก็บ

โอวลับมูินมากระจายตวัใน pH 4.5 เพ่ือให้เกิดการปลดปล่อยแอนติเจน  น าโอวลับมูินท่ีถกูปลดปล่อย
มาวิเคราะห์ความคงตวัด้วยเทคนิค sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 
(SDS-PAGE) ซึ่งดดัแปลงจากวิธีของ Lameiroet et al.(2006) ภายใต้ความตา่งศกัย์ไฟฟ้า 125 mV 
บนแผ่น 7.5% SDS-polyacrylamide gel โดยใช้ BenchMarkTM protein ladder ขนาด 10-220 kDa 
เป็นตวัเทียบขนาดโปรตีน และใช้โอวลับมูินท่ีละลายใน PBS pH 7.4 เป็น positive control ย้อมแถบ
โปรตีนท่ีแยกได้ด้วย silver staining kit โดยแช่แผ่นเจลใน fixative solution แล้วบม่แผ่นเจลท่ีได้ใน 
sensitizer solution นาน 2 นาที ย้อมเจลด้วย silver stain solution ทิง้ไว้ 20 นาที แล้วท าปฏิกิริยา
ด้วย developer solution จนเห็นแถบโปรตีนอย่างชดัเจน จึงหยุดปฏิกิริยาด้วย stop solution 
เปรียบเทียบขนาดของแถบโปรตีนตวัอยา่งกบั positive control และ protein ladder 

 
3. การคัดเลือกต ารับไคโตแซนนาโนพาร์ทเิคิล เพ่ือน าส่งวัคซีนทางจมูก 

คดัเลือกต ารับไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลท่ีมีขนาดอนภุาคอยู่ในช่วงอนภุาค 3 ขนาด คือ ขนาด
ใหญ่ (1,000 – 5,000 nm) ขนาดกลาง (500 – 1,000 nm) และขนาดเล็ก ( < 500 nm) เพ่ือเป็น
ตวัแทนของขนาดอนภุาคแตล่ะช่วงขนาดอนภุาคละ 1 ต ารับ  เกณฑ์ในการคดัเลือกต ารับให้ได้จ านวน 
3 ต ารับ คือ เป็นต ารับท่ีมีความตวัทางกายภาพ  มีปริมาณการกักเก็บและบรรจุแอนติเจนสูง มีการ
ปลดปลอ่ยแอนติเจนท่ี pH 4.5 เป็นหลกั  มีการปลดปล่อยเพียงเล็กน้อยท่ี pH 6.8 และ 7.4 และต้องมี
ความคงตวัของไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคลิ และแอนตเิจนท่ีกกัเก็บในต ารับ ตลอดการทดลอง 
 
 
 
 
 

http://en.wikipedia.org/wiki/Sodium_dodecyl_sulfate
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ส่วนที่ 2 การประเมินฤทธ์ิกระตุ้นภูมิคุ้มกันหลังให้วัคซีนทางจมูกในสัตว์ทดลอง 
 

1. การให้วัคซีนในสัตว์ทดลอง 
 แบง่หนทูดลองเป็น 5 กลุม่ กลุม่ละ 6 ตวั แตล่ะกลุม่ให้ได้รับวคัซีนทางจมกู ดงันี ้
 

กลุม่ I   ได้รับสารละลายโอวลับมูินปริมาณ 20 µg ใน PBS pH 7.4  
กลุม่ II ได้รับโอวลับมูินท่ีกกัเก็บในไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคลิขนาดใหญ่ 
กลุม่ III ได้รับโอวลับมูินท่ีกกัเก็บในไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคลิขนาดกลาง 
กลุม่ IV   ได้รับโอวลับมูินท่ีกกัเก็บในไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคลิขนาดเล็ก 
กลุม่ V   ไมไ่ด้รับสารใด ๆ  
 

 กระจายไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลในน า้ปราศจากไอออน   สารท่ีให้ทางจมกูทกุกลุ่มทดลองถกู
ปรับให้มีปริมาตร 20 µL และแบง่ให้ทางจมกู ข้างละ 10 µL  หนท่ีูได้โอวลับมูินท่ีกกัเก็บในไคโตแซน  
นาโนพาร์ทิเคลิ จะได้รับโอวลับมูินในปริมาณท่ีเทา่กนัทกุตวั คือ 20 µg 
 การให้วคัซีนทางจมูกดดัแปลงจากวิธีของ Hobson et al. (2003) ท าโดยสลบหนูด้วย 2% 
ketamine ผสม 0.2% xylazine ทาง intraperitoneal injection (IP injection) ปริมาณ 0.1 mL แล้วจบั
หนนูอนหงาย ใช้ไมโครไปเปตสอดเข้าทางรูจมกูลึก 0.2 cm เพ่ือให้วคัซีน และให้นอนในท่าดงักล่าว 5 
นาที ให้วคัซีนซ า้ในสปัดาห์ท่ี 3 และ 6 และฆ่าหนใูนสปัดาห์ท่ี 9 ของการทดลอง  ประเมินผลข้างเคียง
ของการได้รับวคัซีน จากการประเมินพยาธิวิทยามหภาค (gross pathology) จากรูปร่าง ขนาด และสี
ของปอด ตบั ม้าม และไต ซึ่งเป็นอวยัวะส าคญัท่ีมีการสะสมของไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลสูง (He et 
al., 2010) และวดัการเปล่ียนแปลงน า้หนกัหนทูดลองหลงัได้รับวคัซีนทกุสปัดาห์ โดยเปรียบเทียบกบั
กลุม่ควบคมุกลุม่ท่ี V (Makidon et al., 2008) 
 

2.  การเก็บตัวอย่าง 
- เก็บตวัอย่างเลือดจาก tail vein ทกุ 3 สปัดาห์ โดยเก็บตวัอย่างเลือดประมาณ 0.2 ml ตอ่ตวั 

ทิง้ให้แข็งตวัข้ามคืน (overnight) ท่ีอณุหภูมิ 4°C แล้วป่ันเหว่ียงท่ี 15,000 rpm อณุหภูมิ 4°C นาน 20 
นาที เก็บซีรัมท่ีอณุหภมูิ -20°C 

- เก็บตวัอย่างมลูหนูทุก 3 สปัดาห์ โดยแยกหนูในกรงเลีย้งเด่ียว ระหว่างเวลา 15.00 น. ถึง 
9.00 น. แล้วสุ่มเก็บตวัอย่างมลูมา 20 ก้อนตอ่หนหูนึ่งตวั น าตวัอย่างท่ีได้มากระจายตวัใน PBS pH 
7.4 ท่ีผสม trypsin inhibitor ความเข้มข้น 0.1% w/v และ sodium azide ความเข้มข้น 0.01% w/v ให้
ได้ความเข้มข้นของมลูหนู 0.5 g/mL จากนัน้ผสมให้เข้ากนัด้วยเคร่ืองเขย่า vertex mixer และป่ัน
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เหว่ียงท่ี 14,000 rpm ท่ีอณุหภูมิ 4°C นาน 30 นาที แยกส่วน supernatant เก็บท่ีอณุหภูมิ-20°C 
(Moschos et al., 2005) 

- เก็บตัวอย่างน า้ลายเม่ือสิน้สุดการทดลอง โดยกระตุ้ นหนูด้วย pilocarpineโดยวิธี  IP 
injection ขนาด 2.5 µg ต่อน า้หนกัตวัหนูหนึ่งกรัม เก็บตวัอย่างในช่วง 20 นาทีแรก อุ่นตวัอย่างท่ี
อณุหภูมิ 56°C นาน 15 นาที แยกส่วน supernatant ด้วยการป่ันเหว่ียงท่ี 10,000 g ท่ีอณุหภูมิ 4°C 
นาน 10 นาที  

- เก็บตวัอย่างน า้ล้างช่องคลอด (vaginal lavage) ในสปัดาห์สดุท้ายของการทดลองโดยการ
สวนล้างด้วยสารละลาย bovine serum albumin (BSA) ความเข้มข้น 1 % w/v ใน PBS pH 7.4 
ปริมาตร 50 µLสวนล้างซ า้ๆ ด้วยสารละลายเดมิ 9 ครัง้  

- เก็บตัวอย่างน า้ล้างโพรงจมูก (nasal lavage)โดยฆ่าหนูด้วยการฉีด ketamine ผสม 
xylazine ขนาดมากกว่า 200 mgและ 16 mg ตอ่น า้หนกัตวัหนหูนึ่งกิโลกรัมตามล าดบั ตดัคอหนลู้าง
โพรงจมกูหนซู า้ๆ ด้วยสารละลาย BSA ความเข้มข้น 1 % w/v ใน PBS pH 7.4 ปริมาตร 200 µL  ผ่าน
ทางรูจมกูหนแูละหลอดลม ท าซ า้ 3 ครัง้ 

- ตวัอย่างน า้ลาย น า้ล้างช่องคลอด และน า้ล้างโพรงจมูก ถูกเก็บท่ีอุณหภูมิ-20◦C โดยใช้ 
phenyl methyl sulfonyl fluoride (PMSF) ความเข้มข้น 100 mM เป็น protein inhibitor (Mangal et 
al., 2011) 
 

3.  การทดสอบฤทธ์ิกระตุ้นภูมิคุ้มกันในสัตว์ทดลอง 
 

3.1 การทดสอบการตอบสองทางภูมิคุ้มกันแบบ Humoral immune response 
การวิเคราะห์ปริมาณ IgG และ sIgA ดดัแปลงจากวิธีการของ Slutter et al., 2010 โดย

ละลายโอวลับูมินใน carbonate buffer pH 9.5 ให้ได้ความเข้มข้น 100 µg/mL เติมสารละลาย   
โอวลับมูินลงใน 96 well plate หลมุละ 100 µL บม่ท่ีอณุหภูมิ 4°C นาน 24 ชัว่โมง ล้างออกด้วย 
Tween 20 ความเข้มข้น 0.05% w/v ใน PBS (PBST) จ านวน 2 ครัง้ แล้วเคลือบด้วย BSA ความ
เข้มข้น 1 % w/v ใน PBS pH 7.4 (เพ่ือ block non-specific protein) ปริมาตร 300 µL บม่ท่ีอณุหภูมิ
37°C นาน 1 ชัว่โมง ล้างด้วย PBST 2 ครัง้ เติมสารละลายตวัอย่าง แล้วบม่ท่ีอณุหภูมิ 37°C นาน 2 
ชัว่โมง ล้างด้วย PBST 3 ครัง้ แล้วเติม horseradish peroxidase (HRP) conjugated goat 
antimouse IgG ส าหรับวดัระดบั IgG ในซีรัมและ horseradish peroxidase (HRP) conjugated 
goat antimouse IgA ส าหรับวดัระดบั IgA ในมลูและสารคดัหลัง่ตา่งๆ บม่ท่ีอณุหภูมิ 37°C นาน 2 
ชัว่โมง ล้างด้วย PBST จ านวน 3 และ 5 ครัง้ในการวิเคราะห์ IgG และ sIgA ตามล าดบั จากนัน้เติม 
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TMB ELISA substrate ทิง้ไว้ 15 นาที หยดุปฏิกิริยาด้วย 2 M H2SO4 ปริมาตร 100 µL วดัคา่การ
ดดูกลืนแสงท่ี 450 nm แสดงผลของระดบั IgG และ sIgA ในรูปของ antibody titer โดยใช้ค่า 
logarithm ของ dilution factor ท่ีมีคา่มากท่ีสดุ และมีคา่การดดูกลืนแสงสงูกว่า background (Frey et 
al., 1998)  

 
3.2 การทดสอบการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันแบบ Cell-mediated immune response 

แยก splenocytes จากม้ามหนูทดลองให้เป็นเซลล์เด่ียว โดยดดัแปลงจากวิธีการของ 
Brousseau et al. (1999) ด้วยการครูดม้ามผ่าน sieve sterile และก าจดัเม็ดเลือดแดงด้วย ACK 
lysing buffer (ภาคผนวก ข) เลีย้งเซลล์ท่ีได้ในอาหารเลีย้งเซลล์ complete RPMI-1640 medium ท่ี
ผสม 1% penicillin/streptomycin solution โดยปรับความหนาแน่นของเซลล์ เท่ากบั106 cell/ml เติม
เซลล์ลงใน 96 well culture plates หลมุละ 100 µL และเติมโอวลับมูินความเข้มข้น 2 mg/mL หลมุละ 
100 µL บม่ท่ี 37°C 5% CO2 นาน 3 วนั แล้วป่ันเหว่ียงท่ีอณุหภูมิ 4 °C ความเร็ว 1,500 rpm นาน 10 
นาที เก็บ supernatant เพ่ือวิเคราะห์หาปริมาณ IFN-γ และ IL-4 ด้วย ELISA kits  

 

3.2.1 การวิเคราะห์ปริมาณ IFN-γ 
เติม capture IFN-γ antibody ใน96 well plate หลมุละ 100 µL บม่ท่ีอณุหภูมิ 4°C 

นาน 24 ชัว่โมง ล้างด้วย PBST 3 ครัง้ แล้วเคลือบด้วย 10% FBS ใน PBS pH 7.0 หลมุละ 300 µL 
บม่ท่ีอณุหภูมิห้อง นาน 1 ชัว่โมง ล้างด้วย PBST 3 ครัง้ เติม standard IFN-γ หรือตวัอย่างท่ีต้องการ
วิเคราะห์ บม่ท่ีอุณหภูมิห้องนาน 2 ชัว่โมง ล้างด้วย PBST 3 ครัง้ เติม detection antibody ท่ีผสม
เอนไซม์ peroxidase (biotinylated mouse IFN-γ+ streptavidin horseradish peroxidase) บม่ท่ี
อณุหภูมิห้อง นาน 1 ชัว่โมง ล้างด้วย PBST 7 ครัง้ จากนัน้เติม TMB ELISA substrate ทิง้ไว้ 15 นาที 
หยดุปฏิกิริยาด้วย 2 M H2SO4 ปริมาตร 100 µL อ่านคา่การดดูกลืนแสงท่ี 450 nm ค านวณหาปริมาณ 
IFN-γ ในตวัอย่าง โดยเปรียบเทียบจากกราฟมาตรฐานระหว่างค่าการดดูกลืนแสง และความเข้มข้น
ของ standard IFN-γ 

 
3.2.2 การวิเคราะห์ปริมาณ IL-4 

เติม capture IL-4 antibody ใน96 well plate หลมุละ 100 µL บม่ท่ีอณุหภูมิ 4°C นาน 
24 ชัว่โมง ล้างด้วย PBST 3 ครัง้ แล้วเคลือบด้วย 10% fetal serum albumin (FBS)ใน PBS pH 7.0 
หลมุละ 300 µL บม่ท่ีอณุหภูมิห้อง นาน 1 ชัว่โมง ล้างด้วย PBST 3 ครัง้ เติม standard IL-4 หรือ
ตวัอย่างท่ีต้องการวิเคราะห์ บ่มท่ีอณุหภูมิห้อง นาน 2 ชัว่โมง ล้างด้วย PBST 3 ครัง้ เติม detection 
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antibody ท่ีผสมเอนไซม์ peroxidase (biotinylated mouse IL-4 + streptavidin horseradish 
peroxidase) บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง นาน 1 ชัว่โมง ล้างด้วย PBST 5 ครัง้ จากนัน้เติม TMB ELISA 
substrate ทิง้ไว้ 15 นาที หยดุปฏิกิริยาด้วย 2 M H2SO4 ปริมาตร 100 µL อ่านคา่การดดูกลืนแสงท่ี 
450 nm ค านวณหาปริมาณ IL-4 ในตวัอย่างโดยเปรียบเทียบจากกราฟมาตรฐานระหว่างค่าการ
ดดูกลืนแสง และความเข้มข้นของ standard IL-4  

 
4. การประเมินความปลอดภัย และความเป็นพษิ (Hayakawa et al., 1990) 

- บนัทกึน ำ้หนกัหนทูดลอง ทัง้กลุม่ทดลองและกลุม่ควบคมุ หลงักำรให้วคัซีนทำงจมกูครัง้ท่ี 1, 
2 และ 3 ในสปัดำห์ท่ี 0, 3 และ 6 ของกำรทดลอง เปรียบเทียบควำมแตกตำ่งของน ำ้หนกัหนทูดลอง 
ทกุกลุม่กำรทดลอง  

- ผำ่ซำกชนัสตูรตรวจหำพยำธิสภำพระดบัมหภำคท่ีสำมำรถมองเห็นได้ด้วยตำเปลำ่ (gross 
lesions) ของอวยัวะภำยในท่ีส ำคญั เชน่ ปอด  ตบั  ไต กระเพำะอำหำร โดยพิจำรณำต ำแหนง่ รูปร่ำง 
สี  ขนำดของอวยัวะตำ่งๆ หลงัสิน้สดุกำรทดลอง 

 
5. การวิเคราะห์ผลเชิงสถติ ิ
แสดงผลการทดลองในรูป mean ± SEM และวิเคราะห์ความแตกตา่งทางสถิติด้วย one-way 

analysis of variance (ANOVA) ร่วมกบั Tukey’s post test ยอมรับระดบัความแตกตา่งสถิติอย่าง
นยัส าคญัท่ี p-value < 0.05 (*), p-vale < 0.01 (**) และ p-value < 0.001 (***) 

 
 
 


