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ปิเปตแก้ว     HBG (Germany) 

  ปิเปตอตัโนมตั     Gilson (France) 

  ไมโครปิเปต     Biohit (Finland) 

  ป๊ัมสญูญากาศ     Iwaki (Japan) 

  ตู้บม่ท่ีมีคาร์บอนไดออกไซด์    Revco, Yamato (Japan) 

  ตู้ปลอดเชือ้     Cambrige (Thaialnd) 

  หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลลิติร   Axygen (USA) 

  หม้อนึง่ฆา่เชือ้     Udono-RII (Japan)  

  หลอดป่ันเหวี่ยงขนาด 50 มิลลลิติร   Nunc (Denmark) 

  อา่งนํา้ควบคมุอณุหภมู ิ    Memmert (Germany) 

2.1.2 สารเคมีท่ีใช้ในการวิจยั 

 

สารเคม ี บริษัท ประเทศ 

1-aminohydantoin (AHD) Sigma-Aldrich USA 

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

imidazolidinedione (NPAHD) 
Sigma-Aldrich USA 

1-Ethyl-3-(3-

Dimethylaminopropyl)carbodiimide 

Hydrochloride (EDC) 

Sigma-Aldrich USA 

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

2-Nitrobenzaldehyde semicarbazone(NPSEM) Sigma-Aldrich USA 



9 
 

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

oxazolidinone) (NPAOZ) 
Sigma-Aldrich USA 

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

3-carboxybezaldehyde (CBA) Sigma-Aldrich USA 

5-(Morpholinomethyl)-3-(2-

nitrobenzylidenamino)-2-oxazolidinone 

(NPAMOZ) 

Sigma-Aldrich USA 

5-morpholinomethyl-3-amino-oxazolidinone  

(AMOZ) 
Sigma-Aldrich USA 

Acrylamide gel Sigma-Aldrich USA 

Aminopterine Sigma-Aldrich USA 

Bovine serum albumin (BSA) Sigma-Aldrich USA 

Butanol Merck Germany 

Chloramphenicol Sigma-Aldrich USA 

Citric monohydrate Merck Germany 

Clenbuterol Sigma-Aldrich USA 

Cupper sulfate Fluka Switzerland 

D-glucose Sigma-Aldrich USA 

Diethyl ether Sigma-Aldrich USA 

Dimethyl sulfoxide Fluka Switzerland 
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Disodium carbonate Fluka Switzerland 

Disodium hydrogen phosphate Carlo erba USA 

Ethylenediamine (EDA) Sigma-Aldrich USA 

Fetal bovine serum Invitromex USA 

Folin-Ciocalteu Phenol reagent Sigma-Aldrich USA 

Furazolidone  Sigma-Aldrich USA 

Glutaraldehyde Sigma-Aldrich USA 

Glycerol Sigma-Aldrich USA 

Glycine Merck Germany 

Hydrochloric acid Sigma-Aldrich USA 

Hydrogen peroxide Fluka Switzerland 

Hypoxanthine Sigma-Aldrich USA 

L-glutamine Sigma-Aldrich USA 

Methanol BDH England 

N-hydroxysuccimide ester (NHS) Fluka Switzerland 

Skim milk HiMedia Laboratories Pvt. Ltd. India 

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

Ovalbumin (OVA) Ovalbumin (OVA) USA 

Oxytetracycline Fluka Switzerland 
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Penicllin G Sigma-Aldrich USA 

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

Polyethylene glycol (PEG) Sigma-Aldrich USA 

Potasium chloride Sigma-Aldrich USA 

Potasium dihydrogen phosphate Sigma-Aldrich USA 

Pyridine Carlo Erba USA 

Pyruvic acid Invitromex USA 

RPMI 1640 medium  Invitromex USA 

Salbutamol Sigma-Aldrich USA 

Semicarbazide (SEM) Sigma-Aldrich USA 

Sodium bicarbonate Sigma-Aldrich USA 

Sodium cabonate Merck Germany 

Sodium chloride Merck Germany 

Sodium dihydrogen phosphate Carlo erba USA 

Sodium dodecyl sulphate Merck Germany 

Sodium hydrogen carbonate Merck Germany 

Sodium hydroxide Merck Germany 

Sodium pyruvate Sigma-Aldrich USA 

Streptomycin Sigma-Aldrich USA 
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Sulfamethazine  Sigma-Aldrich USA 

Sulfuric acid Merck Germany 

Tetracyclin Sigma-Aldrich USA 

Trisodium citrate Fluka Switzerland 

Tween 20 Sigma-Aldrich USA 

2.2 การเตรียมแอนติเจนสาํหรับฉีดกระตุ้นหนูทดลอง (CPAOZ-cBSA ,AOZ-BSA) และแอนติเจนสาํหรับ 

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

         2.2.1 การเปลีย่นแปลงอนพุนัธุ์ของสาร AOZ เป็น CPAOZ 

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

pyridine เป็นตวักลางช่วยให้เกิดปฏิกิริยา และมี molecular sieve ช่วยดูดนํา้ท่ีเกิดขึน้ในปฏิกิริยา ท่ีอุณหภมูิ 92 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 16 ชัว่โมง หลงัจากนัน้ดึง pyridine ออกจากระบบด้วยแก๊สไนโตรเจน  ทดสอบผลการเกิดปฏิกิริยาด้วย

หลกัการของเทคนิค ทินเลเยอร์โครมาโทกราฟฟี (TLC) ดแูถบของสาร CPAOZ ด้วยแสงยวูี และดแูถบของสาร AOZ โดยย้อม

ด้วยสารละลายนินไฮดริน 

2.2.2 การเช่ือมตอ่ CPAOZ กบั cBSA และ AOZ กบั BSA 

    เน่ืองจากงานวิจยันีเ้ป็นการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ AOZ ซึ่งเป็นสารเมแทบอไลต์ของยาไนโตรฟู

แรน ฟูราโซลิโดน ในขัน้ต้นทําการเตรียมอนุพนัธุ์ของ AOZ ให้อยู่ในรูปของ CPAOZ ซึ่งเป็นสารท่ีมีโมเลกุลขนาดเล็กมี

คณุสมบตัิเป็นแฮปเทน (hapten) ไมส่ามารถกระตุ้นการสร้างแอนติบอดีและใช้ในการเคลอืบจาน 96 หลมุท่ีผลิตจากพลาสติก

ได้ ต้องมีการเช่ือมแฮปเทนกบัสารโมเลกุลใหญ่เช่น โปรตีน  จึงทําการเช่ือมต่อ CPAOZ กบัโปรตีนพาหะ cBSA (BSA ท่ีผ่าน

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

agent) โดยเร่ิมจากการนํา CPAOZ หรือ AOZ ผสมกบั NHS  และ EDC  ละลายใน DMF  เขย่าช้า ๆ เป็นเวลา 2 ชัว่โมง 

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

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

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

ใช้เป็นแอนติเจนสาํหรับฉีดกระตุ้นหนทูดลอง  
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2.2.3 การเช่ือมตอ่ AOZ และ CPAOZ กบั OVA  

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

เคลือบจานชนิด 96 หลุม (96 wells plate) สําหรับใช้หาระดบัแอนติบอดีในซีรัมและคดัเลือกโคลนท่ีผลิตโมโนโคลนอล

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

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

เป็นเวลา 3 วนั แล้วจึงนําสารละลายท่ีได้ไปหาปริมาณโปรตีนด้วยวิธี BCA และหาเปอร์เซนต์ของการเช่ือมติดสาร AOZ-ed-

OVA และ CPAOZ-ed-OVA ด้วยวิธี TNBS สาํหรับใช้เป็นแอนติเจนในการทดสอบ ELISA 

 2.2.4 การหาความเข้มข้นของโปรตีน โดยวิธี BCA 

 ทําการหาความเข้มข้นของโปรตีนโดยใช้ชุดทดสอบ BCATM Protein Assay Kit ของบริษัท Pierce โดยเจือ

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

ตวัอย่าง จากนัน้เตรียม working reagent ด้วยการผสมรีเอเจนต์ A กบั รีเอเจนต์ B ในอตัรสว่น 50:1 (ปริมาตรต่อปริมาตร) 

เติมสารละลายโปรตีนมาตรฐาน และสารตวัอย่างท่ีเจือจางแต่ละความเข้มข้นลงในจานทดสอบชนิด 96 หลมุ หลมุละ 25 

ไมโครลติร เติม working reagent ลงไปในหลมุ หลมุละ 200 ไมโครลิตร เขย่าให้เข้ากนั บ่มท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 30 นาที จากนัน้วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 562 นาโนเมตร เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน และทําการ

คํานวณหาปริมาณโปรตีนของสารตวัอยา่ง 

 2.2.5 การวดัการเช่ือมติดของสารกบัโปรตีนพาหะ โดยวิธี TNBS  

 ทําการวดัการเช่ือมติดของสารกบัโปรตีนพาหะ โดยวดัการเปลีย่นแปลงของหมูเ่อมีนอิสระบนโปรตีนด้วยวิธี 

TNBS โดยเตรียมสารละลายโปรตีนพาหะ ได้แก่ BSA และ OVA สารละลายของสารท่ีจะเช่ือมติดกบัโปรตีนพาหะ ได้แก่ AOZ 

และ CPAOZ ให้มีความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ในสารละลายโซเดียมไบคาร์บอเนตบฟัเฟอร์ (sodium bicarbonate 

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

ทดสอบ จากนัน้เติมสารละลาย TNBS ความเข้มข้น 0.05 เปอร์เซนต์ (นํา้หนกัตอ่ปริมาตร) ปริมาตร 75 ไมโครลติร เขย่าให้เข้า

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

ปริมาตร 75 ไมโครลติร ตามด้วย 1 นอร์มอล กรดไฮโดรคลอริก ปริมาตร 37.5 ไมโครลิตร นําไปวดัค่าการดดูกลืนแสงท่ีความ

ยาวคลืน่ 335 นาโนเมตร จากนัน้นําคา่ท่ีได้มาคํานวณหาเปอร์เซนต์ของหมูเ่อมีนท่ีเช่ือมติดกบัสาร 
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เปอร์เซนต์การเช่ือมติดของสารกบัโปรตีนพาหะ  เทา่กบั คา่การดดูกลนืแสงท่ีความยาวคลื่น 335 นาโนเมตรของโปรตีนพาหะ 

ลบ คา่การดดูกลนืแสงท่ีความยาวคลืน่ 335 นาโนเมตรของโปรตีนท่ีเช่ือมกบัสาร หารด้วยค่าการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 

335 นาโนเมตรของโปรตีนพาหะ คณู 100 

2.3 การกระตุ้นภมิูคุ้มกันของหนูทดลองให้สร้างแอนติบอดีต่อสาร AOZ และ NPAOZ 

2.3.1 การฉีดกระตุ้นหนทูดลอง 

 ทําการฉีดกระตุ้นภูมิคุ้มกันของหนูทดลองสายพนัธุ์  BALB/c เพศเมีย อายุ 8 สปัดาห์ ด้วยแอนติเจนท่ี

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

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

ทกุๆ 2 อาทิตย์ โดยผสมแอนติเจน จากนัน้ประมาณ 7-10 วนั ทําการเจาะเลือดหนูจากปลายหางเพ่ือแยกซีรัมมาทดสอบดู

ระดบัของแอนติบอดี (antibody titer) ด้วยวิธี Indirect ELISA ถ้าระดบัแอนติบอดียงัอยู่ในระดบัตํ่าก็ฉีดกระตุ้นซํา้ด้วยวิธีการ

เดิมทกุๆ 2 อาทิตย์ เมื่อระดบัแอนติบอดีสงูมากพอ ทําการฉีดกระตุ้นครัง้สดุท้าย ด้วยแอนติเจนท่ีผสมกบันํา้เกลือเข้าช่องท้อง

ในปริมาณ 50 ไมโครกรัมตอ่หนทูดลองหนึง่ตวั ก่อนทําการหลอมรวมเซลล์ 3 วนั ถดัไป 

 2.3.2 การทดสอบแอนติบอดี โดยวิธี indirect ELISA 

 ทําการเคลือบหลมุของจาน ELISA ชนิด 96 หลมุ ด้วยแอนติเจน (CPAOZ-cBSA ,AOZ-BSA ,CPAOZ-

OVA ,AOZ-OVA ,BSA หรือ OVA) ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร หลมุละ 100 ไมโครลิตร บ่มท่ีอณุหภมูิ 4 องศา

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

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

หลมุละ 300 ไมโครลติร บม่ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ล้างด้วย PBS-T จํานวน 3 ครัง้ เติมตวัอยา่ง (ซีรัม

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

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

หลมุละ 100 ไมโครลิตร บ่มท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ล้างด้วย PBS-T จํานวน 3 ครัง้ เติมสารละลาย

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

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

H2SO4 หลมุละ 100 ไมโครลติร เพ่ือหยดุปฏิกิริยาเอนไซม์ แล้วนําจานทดสอบชนิด 96 หลมุ ไปวดัค่าดดูกลืนแสงท่ีความยาว

คลืน่ 450 นาโนเมตร 
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      2.3.3 การทดสอบความจําเพาะของแอนติบอดีตอ่ AOZ หรือ NPAOZ โดยวิธี Indirect competitive  

         ELISA 

ทําการทดสอบแอนติบอดีในซีรัมหน ูหรือในอาหารเลีย้งเซลล์ไฮบริโดมาท่ีสามารถจบักบั NPAOZ หรือ  

AOZ ท่ีอยู่ในรูปอิสระ โดยเติมสารละลาย NPAOZ หรือสารท่ีต้องการทดสอบอ่ืนๆ ความเข้มข้น 20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงในจานทดสอบ ELISA ท่ีเคลือบด้วย AOZ-OVA และผ่านการเติมสารละลายนมพร่องมนัเนย และ

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

ไมโครลติร ลงไปผสมกบัสารท่ีต้องการทดสอบ บม่ท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส ข้ามคืน หรือ ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเวลเซียส เป็น

เวลา 2 ชัว่โมง จากนัน้ทําตามขัน้ตอนเดียวกบัวิธี indirect ELISA ถ้าหลมุท่ีเติมสารทดสอบในรูปอิสระให้ค่าการดดูกลืนแสงท่ี

ตํ่ากวา่หลมุท่ีไมเ่ติมสาร แสดงวา่ แอนติบอดีในซีรัมหน ูหรืออาหารเลีย้งเซลล์สามารถจบักบัสารในรูปอิสระได้ 

2.4 การเตรียมเซลล์โมโนคอลนอลแอนติบอดีที่จาํเพาะต่อสาร AOZ และ NPAOZ 

2.4.1 การหลอมรวมเซลล์ (cell fusion หรือ hybridization) 

             โดยนําเซลล์ม้ามของหนูท่ีถูกกระตุ้นระบบภมูิคุ้มกนัด้วยแอนติเจน CPAOZ-cBSA หรือ AOZ-BSA เพ่ือ

สร้างแอนติบอดีท่ีต้องการผสมกบัเซลล์มยัอีโลมา ในอตัราสว่น 1:2 โดยท่ีเซลล์ทัง้สองจะถกูนํามาเลีย้งให้อยูใ่นระยะท่ีกําลงัจะ

แบ่งตวั มารวมกันในหลอดฝาเกลียว ขนาด 50 มิลลิลิตร แล้วค่อยๆ หยด 50 เปอร์เซนต์ พอลิเอทิลีนไกลคอล (นํา้หนกัต่อ

ปริมาตร) ปริมาณ 1 มิลลลิติร ลงไปในตะกอนเซลล์พร้อมกบัหมนุหลอดช้าๆ จากนัน้เติมอาหารเลีย้งเซลล์ RPMI 1640 ท่ีมี 10 

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

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

เซลล์ไปหยอดในจานเลีย้งเซลล์ชนิด 96 หลมุ จากนัน้นําไปเลีย้งในตู้บม่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส ท่ีมี 5 เปอร์เซนต์ CO2  

  2.4.2 การเลีย้งและการคดัเลอืกเซลล์ไฮบริโดมาหลงัการหลอมรวมเซลล์ 

  ภายหลงัการหลอมรวมเซลล์แล้วเติมอาหารเลีย้งเซลล์ HAT ท่ีมี 20 เปอร์เซนต์ FCS ทกุ 3-4 วนั และเมื่อ

ผ่านไปแล้ว 6-7 วนั สงัเกตเซลล์ไฮบริโดมาในแต่ละหลมุโดยใช้กล้องจุลทรรศน์ชนิดหวักลบั (inverted microscope) จะเห็น

โคลนของเซลล์ไฮบริโดมามีลกัษณะกลมวาวและโปร่งแสงขึน้เป็นกลุม่ เมื่อเติมอาหารเลีย้งเซลล์เต็มหลมุแล้วจะต้องเปลี่ยน

อาหารในหลมุโดยจะให้อาหารเลีย้งเซลล์ HAT ท่ีมี 20 เปอร์เซนต์ FCS ประมาณ  3 สปัดาห์ จากนัน้จึงเปลีย่นเป็นอาหารเลีย้ง

เซลล์ HT ท่ีมี 20 เปอร์เซนต์ FCS โดยจะสงัเกตการเปลีย่นแปลงของสอีาหารเลีย้งเซลล์ถ้ามีสเีหลอืงไห้ดดูอาหารเลีย้งเซลล์เก่า



16 
 

ทิง้แล้วเติมอาหารใหม่ลงไป เมื่อพบว่าเซลล์ไฮบริโดมาเจริญได้ประมาณ 2/3 ของพืน้ท่ีก้นหลมุให้นําอาหารเลีย้งเซลล์มา

ตรวจหาแอนติบอดีโดยวิธี Indirect ELISA (ตามหวัข้อ 2.3.2)  

2.4.3 การตรวจหาเซลล์ไฮบริโดมาท่ีผลติแอนติบอดีตอ่ AOZ หรือ NPAOZ โดยวิธี indirect ELISA 

  เพ่ือตรวจหาเซลล์ไฮบริโดมาท่ีผลติแอนติบอดีตอ่ AOZ และ NPAOZ จึงทําการเคลือบ จานทดสอบ ELISA 

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

การทํา indirect ELISA (ตามข้อ 2.3.2) ถ้าเซลล์ในหลมุใดมีคา่ดดูกลนืแสงของจานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลมุท่ีเคลอืบด้วย 

CPAOZ-OVA และ AOZ-OVA สงู และมีค่าดดูกลืนแสงของจานชนิด 96 หลมุท่ีเคลือบด้วย OVA และ BSA ตํ่า  ก็จะเลือก

เซลล์ในหลมุนัน้ไปเลีย้งในจานเลีย้งเซลล์ชนิด 24 หลมุ และทําการทดสอบนํา้เลีย้งเซลล์แล้วให้ค่าเหมือนเดิม และทําการ

ทดสอบความสามารถของแอนติบอดีในการจบักบัสาร NPAOZ ในรูปอิสระ โดยวิธี indirect competitive ELISA ตามหวัข้อ 

2.3.3 เลอืกหลมุท่ีแอนติบอดีจบักบั NPAOZ ในรูปอิสระ จากนัน้จึงทําการโคลนเซลล์เพ่ือให้ได้เซลล์เดี่ยวตอ่ไป  

2.4.4 การแยกเซลล์ไฮบริโดมาให้ได้เซลล์เดี่ยว (single cell cloning) โดยการทําให้เจือจางด้วยวิธี limiting    

         dilution 

  หลงัจากท่ีคดัเลือกจนได้เซลล์ไฮบริโดมา (hybridoma cell) ท่ีต้องการแล้วเพ่ือให้มัน่ใจว่าเซลล์ท่ีแบ่งตวั

เพ่ิมขึน้แตล่ะเซลล์มีต้นกําเนิดจากเซลล์เดียว ซึง่วิธี limiting dilution ทําได้โดยนําเซลล์ไฮบริโดมาจากหลมุท่ีได้ตรวจสอบแล้ว

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

เจือจางของเซลล์ไฮบริโดมาให้เทา่กบั 40 เซลล์ตอ่มิลลลิติร ก่อนนํามาเจือจางแบบ 2 เทา่ จนได้ความเจือจางของเซลล์ไฮบริโด

มาเทา่กบั 5 เซลล์ตอ่มิลลลิติร จากนัน้นําเซลล์ไฮบริโดมาในแต่ละความเจือจางไปหยอดลงในจานชนิด 96 หลมุจํานวนความ

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

37 องศาเซลเซียส ท่ีมี CO2 5 เปอร์เซนต์ ประมาณ 14 วนั ก่อนตรวจดดู้วยกล้องจุลทรรศน์แบบหวักลบัโดยทําเคร่ืองหมาย

หลมุท่ีมี 1 เซลล์ เมื่อเซลล์เจริญได้ 2/3 ของพืน้ท่ีก้นหลมุ จึงนําอาหารเลีย้งเซลล์จากหลมุท่ีได้ทําเคร่ืองหมายไว้แล้วไปตรวจหา

แอนติบอดีอีกครัง้ด้วยวิธี indirect  ELISA และ indirect competitive ELISA ก่อนนําเซลล์จากหลมุท่ีให้ผลบวกมาทําการ

โคลนเซลล์ซํา้อีกเป็นครัง้ท่ี 2 และ 3 เพ่ือให้แน่ใจว่าเซลล์ท่ีได้มาจากเซลล์ไฮบริโดมาท่ีมาจากต้นกําเนิดจากเซลล์ลกูผสม

เร่ิมต้นเซลล์เพียงเซลล์เดียว 
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2.5 การศึกษาลักษณะเบือ้งต้นของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

  2.5.1 การตรวจสอบไอโซไทป์ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

  จะทําการตรวจหาไอโซไทป์ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี โดยใช้ชุดทดสอบไอโซไทป์ (isotyping kit) ของ

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

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

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

เลีย้งเซลล์โมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลนต่างๆ ท่ีต้องการตรวจสอบ ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลมุ บ่มท่ี 37 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนัน้ล้างสว่นท่ีไมจ่บัออก เติมแอนติบอดีทตุิยภมูิท่ีจําเพาะต่อ mouse IgG ท่ีเช่ือมติดกบั HRP 

ซึ่งจําเพาะต่อ Fab (HRP-Rabbit anti-mouse IgG [Fab specific]) เจือจาง 2,000 เท่า ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลมุ แล้ว

นําไปบม่ท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 30 นาที จากนัน้นํามาล้างด้วย PBS-T จํานวน 3 ครัง้ เติมสารละลายสบัสเตรทของเอนไซม์ 

บ่มอณุหภมูิห้องในท่ีมืด เป็นเวลา 10-15 นาที หยุดปฏิกิริยาเอนไซม์ด้วย 1 โมลาร์ กรดซลัฟูริก ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อ

หลมุ จากนัน้นําไปวดัค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร แอนติบอดีเป็นชนิดใดจะให้ค่าผลบวกตามชนิดของ

แอนติบอดีท่ีเคลอืบหลมุไว้ 

  2.5.2 การหาความเข้มข้นของแอนติเจนและแอนติบอดีท่ีเหมาะสม โดยวิธี indirect ELISA 

  เน่ืองจากโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลติได้จากเซลล์ไฮบริโดมาท่ีเลีย้งในขวดเลีย้งเซลล์มีความเข้มข้นมาก 

และไม่ทราบความเข้มข้นของแอนติบอดีท่ีแน่นอน ดงันัน้ เมื่อนําไปใช้ทดสอบด้วยวิธี ELISA อาจทําให้มีสญัญาณรบกวน

สง่ผลให้เกิดผลบวกเท็จได้ และยงัเป็นการสิน้เปลอืงแอนติเจนและแอนติบอดีด้วย  จึงต้องหาความเข้มข้นและความเจือจางท่ี

เหมาะสมทัง้ของแอนติเจนและแอนติบอดี ท่ีให้ค่าการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ใกล้เคียงกนักบัสงูสดุเมื่อ

เจือจางสงูสดุ หรือประมาณ 1.0 – 1.5 เพ่ือนําความเข้มข้นและความเจือจางท่ีได้นีไ้ปใช้สําหรับการทดสอบคณุสมบตัิต่างๆ 

ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อไป โดยจะทําการเคลือบจานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลมุด้วย แอนติเจน AOZ-OVA ความ

เข้มข้นตา่งๆ และเจือจางโมโนโคลนอลแอนติบอดีด้วย PBS แล้วทําการทดสอบด้วยวิธี Indirect ELISA (ตามหวัข้อ 2.3.2) 

  2.5.3 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดี ด้วยวิธี Indirect competitive ELISA  

  การทดสอบความไว (sensitivity) ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อสารเมแทบอไลต์ AOZ ,NPAOZ  หรือ

ทดสอบปฏิกิริยาข้ามกับสารในและนอกกลุม่ไนโตรฟูแรนเพ่ือทดสอบดวู่าโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีได้ มีความจําเพาะและ

ความไวต่อสาร  AOZ ,NPAOZ ปริมาณเท่าได และเกิดปฏิกิริยาข้ามกบัสารในและนอกกลุม่ไนโตรฟูแรนชนิดอ่ืนหรือไม่ จึง

ทดสอบด้วยวิธี Indirect competitive ELISA (ตามหวัข้อ 2.3.3) ถ้าโมโนโคลนอลแอนติบอดีมีความจําเพาะต่อสารทดสอบ ก็
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จะทําปฏิกิริยากบัสารทดสอบท่ีอยูใ่นรูปอิสระ ทําให้ค่าดดูกลืนแสงลดลงเมื่อเทียบกบัโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีไม่ได้เติมสาร

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

ของสารท่ีทําให้ค่าดดูกลืนแสงในการทํา competitive  indirect  ELISA ลดลง 50 เปอร์เซนต์ เมื่อเทียบกบัท่ีไม่มีสารแข่งขนั 

และคา่ LOD คือ คา่ความเข้มข้นของสารท่ีน้อยท่ีสดุท่ีสามารถตรวจวดัได้ 

2.6 การเตรียมแอนติบอดีและทาํให้บริสุทธ์ิ  

  2.6.1 การเลีย้งเซลล์และการเพ่ิมจํานวนเซลล์ในภาชนะเลีย้งเซลล์ 

 นําเซลล์ไฮบริโดมาโคลนท่ีผลิตแอนติบอดีท่ีมีความจําเพาะต่อ AOZ และ NPAOZ มาเลีย้งเพ่ิมจํานวนใน

อาหารเลีย้งเซลล์ RPMI 1640 ท่ีมี FCS 10 เปอร์เซนต์ โดยปริมาตร ในขวดเลีย้งเซลล์ปริมาตร 10 มิลลลิติร เลีย้งท่ีอณุหภมูิ 37 

องศาเซลเซียส ในตู้ เพาะเลีย้งเซลล์ควบคมุระดบัคาร์บอนไดออกไซด์ท่ี 5 เปอร์เซนต์ เป็นเวลา 2 วนั จากนัน้ถ่ายลงภาชนะ

ปริมาตร 50 มิลลลิติร เลีย้งท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส ในตู้ เพาะเลีย้งเซลล์ควบคมุระดบัคาร์บอนไดออกไซด์ท่ี 5 เปอร์เซนต์ 

เป็นเวลา 2 วัน แล้วทําการย้ายเซลล์ลงขวดเลีย้งเซลล์ท่ีมีการป่ันกวนขนาด 1 ลิตร ปริมาตร 600 มิลลิลิตร ป่ันกวนด้วย

ความเร็ว 20 รอบต่อนาที เลีย้งท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในตู้ เพาะเลีย้งเซลล์ควบคุมระดบัคาร์บอนไดออกไซด์ท่ี 5 

เปอร์เซนต์ เลีย้งเซลล์เป็นเวลา 7-10 วนั จนกระทัง่ได้ปริมาณแอนติบอดีมากพอ จากนัน้จึงแบ่งใสห่ลอดนําไปป่ันเหวี่ยงให้

เซลล์ตกตะกอนท่ีความเร็ว 1500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที แล้วแยกสว่นของเซลล์ท่ีตกตะกอนทิง้ไป เก็บสว่นของอาหาร

เลีย้งเซลล์ซึง่มีแอนติบอดีไว้ เพ่ือนําแอนติบอดีท่ีได้ไปทําให้บริสทุธ์ิตอ่ไป 

2.6.2 การทําแอนติบอดีให้บริสทุธ์ิโดยวิธี protein A หรือ protein G affinity chromatography  

        นําโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีมีความจําเพาะต่อ AOZ และ NPAOZ โดยจะใช้ protein A หรือ protein G 

sepharose ขึน้อยูก่บัไอโซไทป์ของแอนติบอดีท่ีได้  โดยนําโปรตีน A หรือ G  sepharose แช่ใน PBS ท่ีอณุหภมูิห้อง แล้วนําไป

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

อาหารเลีย้งเซลล์ท่ีได้เติมลงในคอลัมน์โดยให้มีอัตราการไหลเท่ากับ 1 มิลลิลิตรต่อนาที ล้างคอลมัน์ด้วย 0.1 โมลาร์ 

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

เอช 3.0  ปริมาตร  3 เทา่ของคอลมัน์ ให้มีอตัราการไหลเทา่กบั 1 มิลลลิติรตอ่นาที พร้อมกบัเก็บสารละลายท่ีออกจากคอลมัน์

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

เอช 9.0 ปรับคอลมัน์ให้อยู่ในสภาพสมดลุโดยเติม 0.1 โมลาร์ phosphate buffer ,พีเอช 8.0 ปริมาตร  5 เท่าของคอลมัน์ 

หลงัจากนัน้นําสารละลายในหลอดทดลองแต่ละหลอดไปวดัค่าการดดูกลืนแสงท่ี 280 นาโนเมตร ด้วยเคร่ืองสเปกโตรโฟโต

มิเตอร์ แล้วเก็บสารละลายในหลอดท่ีให้คา่การดดูกลนืแสงสงูมารวมกนันําไปไดแอไลซ์ด้วย PBS ท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส

โดยเปลีย่น PBS 5 ครัง้ ทกุ ๆ 6 ชัว่โมง  
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2.6.3 การทดสอบความจําเพาะของแอนติบอดีหลงัการทําให้บริสทุธ์ิตอ่ AOZ และ NPAOZ ในรูปอิสระ 

  หลงัจากทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีให้บริสุทธ์ิ ได้ทําการทดสอบว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีได้ยังมี

ความสามารถในการจบักบั AOZ และ NPAOZ ในรูปอิสระอยูห่รือไม ่โดยวิธี indirect competitive ELISA ซึ่งมีวิธีการทดสอบ

คือ เคลอืบพืน้ผิวของจาน 96 หลมุ AOZ ท่ีเช่ือมตอ่กบั OVA หลมุละ 100 ไมโครลิตร แล้วบ่มท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เป็น

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

อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ล้างหลมุด้วย PBST 3 ครัง้ เติม AOZ และ NPAOZ ในรูปอิสระท่ีความเข้มข้น

ตา่งๆ ลงไป 50 ไมโครลติร และแอนติบอดี หลมุละ 50 ไมโครลติร นําไปบ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส นาน 2 ชัว่โมง ล้างแต่ละหลมุ

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

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

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

พีเอช 4.0 หลมุละ 100 ไมโครลิตร บ่มในท่ีมืด อณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 15 นาที เติม 1 โมลาร์ H2SO4 หลมุละ 100 ไมโครลิตร 

เพ่ือหยดุปฏิกิริยาเอนไซม์ แล้วนําไปวดัคา่ดดูกลนืแสง 450 นาโนเมตร ด้วยเคร่ือง ELISA microplate reader 
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