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ตารางที่ 1 ค่า R f ของสารต่างๆในการสังเคราะห์ CPAOZ 

สาร 

ค่า Rf 

การทดลองนี ้ Copper และคณะ (2004) 

ย้อมด้วยนิน

ไฮดริน 

ดูภายใต้แสง

อัลตราไวโอเลต 

ย้อมด้วยนิน

ไฮดริน 

ดูภายใต้แสง

อัลตราไวโอเลต 

CBA - 0.08 - 0.11 

AOZ 0.18 - 0.27 - 

CPAOZ - - - 0.03 

ไพริดีน - 0.55 - - 

ตวัอยา่งก่อนทําการไหลกลบั

ด้วยไพริดีน 

- 0.03 

- - 
- 0.09 

0.18 - 

- 0.53 

ตวัอยา่งหลงัทําการไหลกลบั

ด้วยไพริดีน 

- 0.03 

- - 0.18 - 

- 0.53 

ตวัอยา่งหลงัทําให้แห้งโดย

แก๊สไนโตรเจน 

- 0.03 
- - 

0.18 - 

 



22 

 

จากการคํานวณค่า Rf ของผลิตภณัฑ์สดุท้ายท่ีได้หลงัจากการทําให้แห้งโดยแก็สไนโตรเจน พบว่ามีค่าเท่ากบั 0.03 

และ 0.18 เมื่อเปรียบเทียบคา่ Rf  ท่ีได้ดงักลา่วกบัคา่ Rf ของสารตา่งๆในปฏิกิริยาสรุปได้วา่ นา่จะเป็นสาร CPAOZ และ AOZ 

ตามลาํดบั และเมื่อทําการเปรียบเทียบคา่ Rf  ของสาร CPAOZ ในการทดลองนีก้บัของ Cooper และคณะ (2004) พบวา่ให้คา่

เทา่กนั แสดงวา่สามารถทําการเตรียมสาร CPAOZ ได้สาํเร็จ อยา่งไรก็ตาม ยงัสามารถตรวจพบ AOZ ในปริมาณน้อยได้ ทัง้นี ้

เน่ืองจากในการสงัเคราะห์นัน้ได้ใช้สาร AOZ ปริมาณมากเกินพอในการทําปฏิกิริยากบัสาร CBA ทําให้พบสาร AOZ เหลืออยู่

จากการทําปฏิกิริยา   

 เมื่อทําการเช่ือมต่อสาร CPAOZ และ AOZ กบัโปรตีนพาหะ ได้แก่ BSA ,cBSA และ OVA และนําไปตรวจหา

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

AOZ-OVA มีปริมาณโปรตีนเข้มข้น 2.14 ,9.70 ,8.40 และ 8.50 มิลลกิรัมตอ่มิลลลิติร ตามลาํดบั 

 จากนัน้นําสารท่ีเตรียมได้มาทดสอบหาเปอร์เซนต์การเช่ือมติดของสารกบัโปรตีนโดยวิธี TNBSA โดยมีหลกัการคือ 

สาร TNBS จะไปจบักบัหมูเ่อมีนอิสระแล้วเกิดปฏิกิริยาการเปลี่ยนแปลงสีเป็นสีส้ม สามารถวดัค่าการดดูกลืนแสงท่ีความยาว

คลืน่ 335 นาโนเมตร และคํานวณหาเปอร์เซนต์การเช่ือมติดของสารจาก เปอร์เซนต์การเช่ือมติดของสารกบัโปรตีนพาหะ  

เทา่กบั คา่การดดูกลนืแสงท่ีความยาวคลืน่ 335 นาโนเมตรของโปรตีนพาหะ ลบ ค่าการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 335 นา

โนเมตรของโปรตีนท่ีเช่ือมกบัสาร หารด้วยคา่การดดูกลนืแสงท่ีความยาวคลืน่ 335 นาโนเมตรของโปรตีนพาหะ คณู 100 

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

ไมโครกรัมต่อมิลลิลลิตร มีค่าการดดูกลืนแสงท่ี 335 นาโนเมตร เท่ากบั 0.878 ,0.585 ,0.824 ,0.530 ,0.825 และ 0.532            

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

BSA และ AOZ-OVA เทา่กบั 11.29 ,9.40 ,6.04 และ 9.06 เปอร์เซนต์ ตามลาํดบั ดงัตารางท่ี 2 
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ตารางที่ 2 ค่าเปอร์เซนต์ของการเชื่อมติดระหว่างสารกับโปรตีน ที่ความเข้มข้นโปรตีน 1,000 ไมโครกรัมต่อ 

   มิลลิลิตร 

สารโปรตีนเข้มข้น 

1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลติร 

ค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 

335 นาโนเมตร 

เปอร์เซนต์การเชื่อมติด 

BSA 0.878 - 

cBSA 0.917 - 

OVA 0.585 - 

CPAOZ-cBSA 0.824 11.29 

CPAOZ-OVA 0.530 9.40 

AOZ-BSA 0.825 6.04 

AOZ-OVA 0.532 9.06 

 

3.2 การกระตุ้นระบบภมิูคุ้มกันของหนูให้สร้างแอนติบอดีต่อสาร NPAOZ หรือ AOZ 

 ทําการฉีดกระตุ้นภมูิคุ้มกนัของหนทูดลองสายพนัธุ์ BALB/c เพศเมีย อาย ุ8 สปัดาห์ โดยแบ่งหนเูป็น 2 ชุด ชุดท่ี 1 

ฉีดกระตุ้นด้วยสาร CPAOZ-cBSA ชุดท่ี 2 กระตุ้นด้วยสาร AOZ-BSA ซึ่งการฉีดกระตุ้นครัง้แรก (Immunization) จะใช้

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

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

จากนัน้ประมาณ 7-10 วนั ทําการเจาะเลอืดหนจูากปลายหางเพ่ือแยกซีรัมมาทดสอบดรูะดบัของแอนติบอดี (antibody titer) 

ด้วยวิธี Indirect ELISA โดยผลการทดสอบแอนติบอดีในซีรัมของหนู ได้ผลดงัแสดงในตารางท่ี 3 พบว่า เมื่อทําการทดสอบ

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

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

BSA ในซีรัม) เจือจางท่ีการเจือจาง 1:500 ถึง 1:1,024,000 เท่า ผลการทดสอบแอนติบอดีในซีรัมหน ูพบว่า ซีรัมหนชูุดท่ี 1 ท่ี
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ได้รับการฉีดกระตุ้นด้วย CPAOZ-cBSA ทําปฏิกิริยาได้ดีกบั AOZ-BSA และ CPAOZ-cBSA ให้คา่การดดูกลนืแสงท่ีความยาว

คลืน่ 450 นาโนเมตร สงูสดุประมาณ 1.7 และให้ค่าไตเตอร์ ค่าการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร  เท่ากบั 0.3 

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

กบัแอนติเจน AOZ-BSA ได้ดีกวา่ CPAOZ-cBSA ให้คา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร สงูสดุประมาณ 1.7 

และ 1.3 ตามลาํดบั และให้คา่ไตเตอร์ สงูกวา่ 1:1,024,000 และ 1:4,000 ตามลาํดบั  
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ตารางที่ 3 แสดงค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ของผลการทดสอบแอนติบอดี 

    ในซีรัมหนูโดยวิธี indirect ELISA ของหนูชุดที่ 1 ซึ่งฉีดกระตุ้นด้วย CPAOZ-cBSA และ หนู 

    ชุดที่ 2 ซ่ึงฉีดกระตุ้นด้วย AOZ-BSA 

 

เจือจาง 

ซีรัมหนู 

( X 103 เท่า) 

ค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร 

เคลือบหลุมทดสอบด้วย CPAOZ-cBSA เคลือบหลุมทดสอบด้วย AOZ-BSA 

หนูชุดที่ 1 

กระตุ้นด้วย CPAOZ-cBSA 

หนูชุดที่ 2 

กระตุ้นด้วย AOZ-BSA 

หนูชุดที่ 1 

กระตุ้นด้วย CPAOZ-cBSA 

หนูชุดที่ 2 

กระตุ้นด้วย AOZ-BSA 

ตัวท่ี 1 ตัวท่ี 2 ตัวท่ี 3 ตัวท่ี 1 ตัวท่ี 2 ตัวท่ี 3 ตัวท่ี 1 ตัวท่ี 2 ตัวท่ี 3 ตัวท่ี 1 ตัวท่ี 2 ตัวท่ี 3 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

1,024 0.33 0.40 0.31 0.11 0.12 0.14 0.12 0.11 0.16 1.79 1.66 1.73 
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ทําการฉีดกระตุ้นหนชูดุท่ี 3 จํานวน 3 ตวั ด้วย CPAOZ-cBSA หลงัจากฉีดกระตุ้นจํานวน 4 ครัง้ ทดสอบแอนติบอดี

ในซีรัมหนโูดยวิธี indirect ELISA โดยเคลือบหลมุท่ีทดสอบด้วย AOZ-OVA ,BSA และ OVA เมื่อเจือจางซีรัมหนดู้วย BSA 

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

3 ตวั ผลิตแอนติบอดีในระดบัสงู ให้ค่าการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร  สงูประมาณ 1.8 และหนตูวัท่ี 1 ,2 

และ 3 มีคา่ไตเตอร์ 1:64,000 ,สงูกวา่ 1:256,000 และ 1:128,000 ตามลาํดบั แอนติบอดีในซีรัมหนไูมจ่บักบัหลมุท่ีเคลอืบด้วย 

BSA และ OVA  
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ตารางที่ 4 แสดงค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ของผลการทดสอบแอนติบอดีในซีรัมหนู 

   โดยวิธี indirect ELISA ของหนูชุดที่ 3 ซึ่งฉีดกระตุ้นด้วย CPAOZ-cBSA 

 

เจือจาง 

ซีรัมหนู 

( X 103 

เท่า) 

ค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร 

เคลือบหลุมด้วย AOZ-OVA 

1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลติร 

เคลือบหลุมด้วย BSA 

1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลติร 

เคลือบหลุมด้วย OVA 

1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลติร 

ตัวที่ 

1 

ตัวที่ 

2 

ตัวที่ 

3 

NMS ตัวที่ 

1 

ตัวที่ 

2 

ตัวที่ 

3 

NMS ตัวที่ 

1 

ตัวที่ 

2 

ตัวที่ 

3 

NMS 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

 

NMS = ซีรัมหนูปกติ 
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จากนัน้ นําแอนติบอดีในซีรัมหนูชุดท่ี 3 ไปทดสอบการจับกับ AOZ ,CPAOZ และ NPAOZ ในรูปอิสระ โดยวิธี 

indirect competitive ELISA โดยเคลอืบหลมุด้วย AOZ-OVA เจือจางแอนติบอดีในซีรัมหนดู้วยสารละลาย BSA ความเข้มข้น 

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

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

แสงท่ีความยาวคลืน่ 450 นาโนเมตร ดงัตารางท่ี 5 และเมื่อนําคา่การดดูกลนืแสงท่ีได้มาคํานวณหาค่า IC50 พบว่า แอนติบอดี

ในเลือดหนทูัง้ 3 ตวั มีความสามารถจบักบั CPAOZ และ NPAOZ ในรูปอิสระได้ดี โดยมีค่า IC50 ดงัต่อไปนี ้หนตูวัท่ี 1 มีค่า 

IC50 เทา่กบั 0.78 และ 6.25 หนตูวัท่ี 2 มีคา่ IC50 0.012 และ 0.049 หนตูวัท่ี 3 มีค่า IC50 เท่ากบั 0.586 และ 6.25 ไมโครกรัม

ตอ่มิลลลิติร ตามลาํดบั มีเพียงหนตูวัท่ี 2 เท่านัน้ท่ีแอนติบอดีในซีรัมสามารถจบักบั AOZ ในรูปอิสระได้โดยมีค่า IC50 เท่ากบั 

25 ไมโครกรัมตอ่มิลลลิติร ดงัแสดงในตารางท่ี 6 
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ตารางที่ 5 ผลการทดสอบแอนติบอดีในซีรัมหนูในการจับกับ AOZ ,CPAOZ และ NPAOZ ในรูปอิสระ โดยวิธี  

   indirect competitive ELISA เคลือบหลุมทดสอบด้วย AOZ-BSA ของหนูชุดที่ 3 ซึ่งฉีดกระตุ้นด้วย  

   CPAOZ-cBSA 

ความเข้มข้น

ของสาร 

( ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร ) 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร 

ซีรัมหนูตัวที่ 1 ซีรัมหนูตัวที่ 2 ซีรัมหนูตัวที่ 3 

AOZ CPAOZ NPAOZ AOZ CPAOZ NPAOZ AOZ CPAOZ NPAOZ 

0 1.45 1.49 1.41 1.43 1.43 1.41 1.62 1.61 1.54 

0.003 1.44 1.46 1.44 1.39 1.06 1.29 1.59 1.57 1.57 

0.006 1.41 1.41 1.43 1.35 0.91 1.31 1.57 1.58 1.56 

0.012 1.44 1.40 1.41 1.38 0.76 1.18 1.61 1.52 1.51 

0.024 1.41 1.33 1.38 1.28 0.62 0.87 1.55 1.45 1.48 

0.049 1.40 1.26 1.34 1.30 0.46 0.77 1.52 1.38 1.42 

0.098 1.38 1.17 1.28 1.28 0.37 0.59 1.55 1.24 1.32 

0.196 1.37 1.05 1.21 1.31 0.31 0.53 1.51 1.03 1.10 

0.391 1.42 0.91 1.27 1.39 0.21 0.78 1.61 0.95 1.25 

0.781 1.44 0.69 1.13 1.32 0.14 0.51 1.58 0.67 1.18 

1.563 1.29 0.51 1.01 1.22 0.11 0.36 1.56 0.50 1.07 

3.125 1.32 0.36 0.87 1.09 0.09 0.24 1.56 0.37 0.88 

6.25 1.39 0.26 0.70 0.94 0.09 0.17 1.53 0.30 0.71 

12.5 1.37 0.20 0.52 0.82 0.07 0.12 1.52 0.28 0.55 

25 1.39 0.18 0.37 0.73 0.09 0.10 1.49 0.27 0.44 

50 1.44 0.18 0.28 0.69 0.11 0.11 1.55 0.23 0.36 
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ตารางที่ 6 แสดงค่า IC50 ของการจับกันของแอนติบอดีในซีรัมหนูกับสาร AOZ ,CPAOZ และ NPAOZ ในรูปอิสระ 

 

หนูตัวที่  

IC50 (ไมโครกรัมต่อมิลลิลติร) 

สาร AOZ สาร CPAOZ สาร NPAOZ 

1 > 50 0.781 6.250 

2 25 0.024 0.049 

3 > 50 0.586 6.250 

 

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

วิธี indirect ELISA แอนติเจนท่ีใช้ในการเคลือบหลมุได้แก่ AOZ-BSA ,AOZ-OVA ,CPAOZ-OVA ,BSA และ OVA ได้ผลดงั

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

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

แสงท่ีความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร สงูสดุประมาณ 2.7 และค่าไตเตอร์ เท่ากบั 1:256,000 จากนัน้นําซีรัมหนไูปทดสอบ

ความสามารถในการจบักบัสารในรูปอิสระ 
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ตารางที่ 7 แสดงค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ของผลการทดสอบแอนติบอดีในซีรัมหนูโดย 

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

   ซึ่งฉีดกระตุ้นด้วย CPAOZ-cBSA 

เจือจาง 

ซีรัมหนู 

( X103 เท่า ) 

ค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร 

AOZ-BSA AOZ-OVA CPAOZ-OVA BSA OVA 

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

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

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

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

4 

8 

16 

32 

64 

128 

256 

2.3 

2.1 

1.6 

1.3 

0.8 

0.6 

0.3 

2.5 

2.5 

2.3 

2.1 

1.6 

1.2 

0.7 

2.2 

1.9 

1.2 

0.9 

0.5 

0.3 

0.2 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.2 

0.2 

0.2 

0.1 

0.1 

0.2 

0.1 

0.2 

0.2 

0.2 

0.2 

0.1 

0.1 

0.1 

0.2 

0.2 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.2 

0.2 

0.2 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.3 

0.4 

0.2 

0.2 

0.1 

0.1 

0.1 

0.2 

0.3 

0.2 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.3 

0.2 

0.2 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.5 

0.4 

0.2 

0.2 

0.1 

0.1 

0.1 

0.4 

0.3 

0.2 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

 

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

ในรูปอิสระ โดยวิธี indirect competitive ELISA ท่ีความเข้มข้นของสาร 0 – 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยเคลือบหลมุด้วย 

AOZ-BSA พบว่า แอนติบอดีในซีรัมหนท่ีูได้ไม่จบักับสารทัง้ 4 ตวั ในรูปอิสระ ดงัแสดงในตารางท่ี 8 ท่ีความเข้มข้นของสาร

สงูสดุ 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ให้ค่าการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ใกล้เคียงกบัท่ีความเข้มข้นของสาร

เท่ากบั 0 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (ค่า IC50 สงูกว่า 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) แอนติบอดีในซีรัมหนูชุดท่ี 4 ไม่จับกับ FZD 

,AOZ ,CPAOZ และ NPAOZ ในรูปอิสระ 
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ตารางที่ 8 แสดงค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ของผลการทาํปฏิกิริยาของแอนติบอดีในซีรัม 

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

   indirect competitive ELISA 

ความเข้มข้น

ของสาร 

( ไมโครกรัมต่อ

มลิลิลิตร ) 

ค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร 

หนูตัวที่ 1 หนูตัวที่ 2 หนูตัวที่ 3 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

 

 เมื่อทําการฉีดกระตุ้นหนชูดุท่ี 5 จํานวน 2 ตวัด้วยแอนติเจน CPAOZ-cBSA และทําการทดสอบแอนติบอดีในซีรัมหนู

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

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

1:500 ถึง 1:256,000 พบว่า แอนติบอดีในซีรัมหนทูัง้ 2 ตวั ไม่ทําปฏิกิริยากับ BSA แอนติบอดีในซีรัมหนตูวัท่ี 1 และ 2 ทํา

ปฏิกิริยากบั CPAOZ –cBSA ,CPAOZ-OVA ท่ีระดบัไตเตอร์สงูกว่า 1:1,024,000 ทําปฏิกิริยากบั AOZ-BSA ระดบัไตเตอร์ 

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

ของหนทูัง้ 2 ตวั ทําปฏิกิริยากบั OVA ท่ีระดบัไตเตอร์ 1:256,000 แสดงวา่แอนติบอดีในซีรัมบางสว่นทําปฏิกิริยากบั OVA ได้ 
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ตารางที่ 9 แสดงค่าการดูดกลืนแสงการทาํปฏิกิริยาของแอนติบอดีในซีรัมหนู โดยวิธี indirect ELISA ของหนูชุดที่ 5  

      ซึ่งฉีดกระตุ้นด้วย CPAOZ-cBSA 

เจือจาง 

ซีรัมหนู 

( X 103 

เท่า ) 

ค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

หลงัจากทดสอบการผลิตแอนติบอดีในซีรัมหนท่ีูได้รับการกระตุ้นแล้ว พบว่า มีปริมาณแอนติบอดีในระดบัสงู จึงทํา

การหลอมรวม B-cell จากม้ามหนกูบั Myeloma cell และคดัเลือกเซลล์ไฮบริโดมาท่ีผลิตแอนติบอดีนัน้ ผลการทดลอง พบว่า 

หนชูดุท่ี 1 และชดุท่ี 2 ในการหลอมรวมเซลล์ไมส่ามารถได้เซลล์ไฮบริโดมาท่ีผลติแอนติบอดีท่ีต้องการได้ 

การหลอมรวมเซลล์ของหนชูุดท่ี 3 ซึ่งฉีดกระตุ้นด้วย CPAOZ-cBSA นัน้ ผลการหลอมรวมเซลล์ได้เซลล์ไฮบริโดมา

มากกวา่ 90% เมื่อทําการคดัเลอืกเซลล์ท่ีผลติแอนติบอดีโดยวิธี indirect ELISA โดยเคลอืบหลมุด้วย CPAOZ-OVA พบว่าทกุ

หลมุให้ผลบวก ซึ่งยากต่อการคดัเลือกแอนติบอดีท่ีต้องการ แต่เมื่อเคลือบหลมุด้วย AOZ-OVA ได้เซลล์ท่ีให้ผลบวก 88 หลมุ 

จากทัง้หมด 768 หลมุ คิดเป็น 11.5 เปอร์เซนต์ จากนัน้นําทัง้ 88 หลมุไปทดสอบกบัสาร AOZ และ CPAOZ ในรูปอิสระ ท่ี

ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยวิธี indirect competitive ELISA พบว่า เซลล์ท่ียงัคงผลิตแอนติบอดีและจบักบั

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

,2/5E ,4/4B ,4/9C ,8/6E ,4/9A ,4/2E และ 7/11H ดงัแสดงในตารางท่ี 10  
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ตารางที่ 10 แสดงค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร สาํหรับใช้คัดเลือกเซลล์ไฮบริโดมาที่ผลิต 

     แอนติบอดีที่มีความสามารถในการจับกับสาร CPAOZ และ AOZ ในรูปอิสระ โดยวิธี indirect  

     competitive ELISA 

 

หลุม 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว

คล่ืน 450 นาโนเมตร 

 

หลุม 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว

คล่ืน 450 นาโนเมตร 

 

หลุม 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ความ

ยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร 

PBS AOZ CPAOZ PBS AOZ CPAOZ PBS AOZ CPAOZ 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

8/6E 1.03 0.57 0.06 8/8H 1.88 1.80 0.40     
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จากนัน้นําหลมุท่ีให้ผลบวกและจบักบั CPAOZ ในรูปอิสระ มาทํา subclone ซํา้ โดยวิธี Limiting dilution ซํา้ ครัง้ท่ี 2 

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

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

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

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

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

ELISAพบว่า เซลล์ไฮบริโดมาท่ีได้ทุกโคลนจับกับ CPAOZ ในรูปอิสระ แต่ไม่จับกับ AOZ และบางโคลนจับกับ NPAOZ 

บางสว่น จึงทําการเลือกเก็บโคลนท่ีจบักบั NPAOZ และ CPAOZ จํานวน 22 โคลน (จากหลมุต้น 7 หลมุ ได้แก่ 1/2B , 1/1C 

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

เลีย้งเซลล์ไฮบริโดมาท่ีได้นําไปทดสอบปฏิกิริยาข้ามกบัสารในกลุม่ไนโตรฟแูรน และกลุม่ยาปฏิชีวนะอ่ืนตอ่ไป 
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ตารางที่ 11 การทดสอบแอนติบอดีที่มีความสามารถในการจับกับสาร AOZ ,CPAOZ และ NPAOZ ในรูปอิสระ โดย 

     วิธี indirect competitive ELISA  

 

โคลน 

ค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 

450 นาโนเมตร 

 

โคลน 

ค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 

450 นาโนเมตร 

PBS AOZ CPAOZ NPAOZ PBS AOZ CPAOZ NPAOZ 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

4/1H/4D/12C/10C 1.86 1.83 0.30 1.04 8/8H/9E/11B/12C 1.70 1.57 0.23 1.10 
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 สําหรับการหลอมรวมเซลล์ของหนชูุดท่ี 4 จํานวน 3 ตวั ซึ่งฉีดกระตุ้นด้วย AOZ-BSA หลงัการหลอมรวมเซลล์ และ

เลีย้งเซลล์ไว้ประมาณ 10 – 14 วนั มีเซลล์ไฮบริโดมาขึน้ 80 – 90 เปอร์เซนต์ เน่ืองจากการทดสอบแอนติบอดีในซีรัมหนไูม่ทํา

ปฏิกิริยากบัหลมุท่ีเคลือบด้วย CPAOZ-OVA และ AOZ-OVA ดงันัน้จึงทําการทดสอบแอนติบอดีในอาหารเลีย้งเซลล์ไฮบริโด

มา โดยวิธี indirect ELISA โดยการเคลอืบหลมุด้วย AOZ-BSA เปรียบเทียบกบั CPAOZ-BSA พบวา่ หลมุท่ีเคลอืบด้วย AOZ-

BSA ให้หลมุท่ีเป็นผลบวก 59 หลมุ สว่นหลมุท่ีเคลือบด้วย CPAOZ-BSA ให้ผลบวก 3 หลมุ และหลมุท่ีให้ผลบวกทัง้ AOZ-

BSA และ CPAOZ-BSA จํานวน 33 หลมุ แต่เมื่อทําการย้ายเซลล์ท่ีให้ผลบวกลงในจาน 48 หลมุ และเมื่อเซลล์มีจํานวนมาก

พอ นําอาหารเลีย้งเซลล์มาทดสอบแอนติบอดี พบว่า เซลล์ท่ียังคงให้ผลบวกเหลือเพียง 30 หลุม และนําไปทดสอบ

ความสามารถของแอนติบอดีในอาหารเลีย้งเซลล์ในการจบักบั FZD ,AOZ ,NPAOZ และ CPAOZ ในรูปอิสระ พบว่าไม่มี

แอนติบอดีตวัใดจบักบัสารเหลา่นีไ้ด้เลย 

 เมื่อทําการหลอมรวมเซลล์ของหนชุดุท่ี 5 จํานวน 2 ตวั ซึ่งฉีดกระตุ้นด้วยภมูิคุ้มกนัด้วย CPAOZ-cBSA มีเซลล์ไฮบริ

โดมาขึน้ประมาณ 80 เปอร์เซนต์ และเมื่อทดสอบแอนติบอดีในอาหารเลีย้งเซลล์ไฮบริโดมา โดยวิธี indirect ELISA โดยเคลอืบ

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

3 วนั เก็บอาหารเลีย้งเซลล์มาทดสอบความสามารถของแอนติบอดีในการจบักบั CPAOZ และ NPAOZ ในรูปอิสระ โดยวิธี 

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

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

แตล่ะครัง้จะทําการคดัเลอืกโคลนท่ีจบักบั NPAOZ ในรูปอิสระ โดยนําโคลนท่ียงัคงผลิตแอนติบอดีให้ผลบวกจากการทดสอบ 

indirect ELISA และทดสอบความสามารถในการจบักบั NPAOZ ในรูปอิสระ โดยวิธี indirect competitive ELISA หลงัจาก 

subclone 3 ครัง้ เลือกเก็บโคลนท่ียงัคงให้ผลบวกไว้จํานวน 221 โคลน (ดงัแสดงในภาคผนวก) จากเซลล์หลมุต้น 9 หลมุ 

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

อาหารเลีย้งเซลล์ไว้ทดสอบคณุสมบตัิตอ่ไป 
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ตารางที่ 12 แสดงค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ของการทดสอบความสามารถของแอนตบิอดี 

    ในการจับกับ CPAOZ และ NPAOZ ในรูปอิสระ โดยวิธี indirect competitive ELISA 

 

หลุม 

ค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 

นาโนเมตร 

 

หลุม 

ค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 

นาโนเมตร 

PBS CPAOZ NPAOZ PBS CPAOZ NPAOZ 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

  เน่ืองจากได้ทําการเลอืกเก็บโคลนไว้เป็นจํานวนมาก จากหนชูุดท่ี 3 จํานวน 22 โคลน จาก 7 หลมุต้น และ

หนชูดุท่ี 5 จํานวน 221 โคลน จาก 9 หลมุต้น จึงทําการคดัเลอืกโคลน โดยนําอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีเก็บไว้จากการเก็บแช่แข็งเซลล์

มาทดสอบแอนติบอดี เลอืกโคลนท่ียงัคงมีการผลติแอนติบอดี และเลือกบางโคลนในแต่ละหลมุต้น เพราะโคลนท่ีมาจากหลมุ

ต้นเดียวกนัมีโอกาสท่ีจะมคีณุสมบตัเิหมือนกนัสงู โดยมีโคลนท่ีเลอืกมาดงันี ้คือ หนชูดุท่ี 3 เลอืกโคลนจากหลมุต้น 1/2B ,2/2G 

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

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

,96 ,102 ,112 ,109 ,117 ,123 ,217 ,140 ,152 ,194 ,163 ,164 ,165 ,172 ,177 และ 207 รวมทัง้หมด 40 โคลน มาทดสอบ

คณุสมบตัิในการทําปฏิกิริยาข้ามกบัสารในกลุม่ไนโตรฟแูรนและยาปฏิชีวนะชนิดอ่ืนๆ 

  3.4.1 การตรวจสอบการเกิดปฏิกิริยาข้ามกบัยาปฏิชีวนะ 

  นําโคลนท่ีทําการคดัเลอืกมาทดสอบคณุสมบตัิการผลิตแอนติบอดีท่ีมีความจําเพาะ หรือการเกิดปฏิกิริยา

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

ลนบเูทอรอล ,ซลับทูามอล และยาปฏิชีวนะ โดยนําแอนติบอดีจากโคลนทัง้ 40 โคลน มาทดสอบสารต่างๆเหลา่นีใ้นรูปอิสระ 

โดยวิธี indirect competitive ELISA เคลอืบหลมุด้วย AOZ-OVA เน่ืองจากสารสว่นใหญ่ละลายอยู่ใน DMF ขณะทดสอบสาร 

DMF จะเจือจาง 50 เทา่ จึงใช้เป็นตวัควบคมุลบ และ PBS ซึง่ไมม่ีสารแยง่จบั ผลการทดสอบ พบว่า โมโนโคลนอลแอนติบอดี

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

ดดูกลนืแสงลดลง และจบักบัสารเกือบทกุตวัยกเว้น AOZ ,AMOZ และ NPAMOZ ดงัแสดงในตารางท่ี 13 ซึ่งไม่เหมาะสมท่ีจะ

นํามาศกึษาตอ่เพราะไมม่ีความจําเพาะ สว่นโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากหนชูุดท่ี 5 ผลการทดสอบพบว่า โคลนจากหลมุต้น 

2/9A ,4/11H ,7/10F ,4/10G และ 2/11E แอนติบอดีทําปฏิกิริยาจบักบั DMF ทําให้ค่าการดดูกลืนแสงลดลง และจบักบัสาร

เกือบทกุตวั สว่นแอนติบอดีของโคลนจากหลมุต้น 6/12D และ 6/1D ไมทํ่าปฏิกิริยากบั DMF และจบักบั FZD และ CPAOZ ใน

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

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

เมแทบอไลต์ ดงัแสดงในตารางท่ี 14 ดงันัน้จึงคดัเลอืกทัง้ 8 โคลนนีไ้ปทําการศกึษาชนิดของแอนติบอดีในการหา Isotype และ

ทดสอบความไวของแอนติบอดี เพ่ือคดัเลอืกโคลนท่ีดีท่ีสดุ เพ่ือเพ่ิมปริมาณแอนติบอดีและทําให้บริสทุธ์ิ  
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ตารางที่ 13 แสดงค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ในการทาํปฏิกิริยาข้ามกับสารต่างๆของโมโน 

    โคลนอลแอนติบอดีจากการหลอมรวมเซลล์หนูชุดที่ 3 โดยวิธี indirect competitive ELISA 

สาร / แอนติบอดี 

หมายเลข 

ค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

CPSEM 0.20 0.19 0.15 0.16 0.10 0.11 0.13 0.15 0.13 0.40 0.44 0.54 
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ตารางที่ 13 (ต่อ) แสดงค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ในการทาํปฏิกิริยาข้ามกับสารต่างๆของ 

โมโนโคลนอลแอนติบอดีจากการหลอมรวมเซลล์หนูชุดที่ 3 โดยวิธี indirect competitive ELISA 

สาร / แอนติบอดี 

หมายเลข 

ค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

PBS 0.76 0.81 0.82 0.84 0.45 0.59 1.03 0.53 0.91 1.36 1.32 1.06 
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ตารางที่ 14 แสดงค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ในการทาํปฏิกิริยาข้ามกับสารต่างๆของโมโน 

    โคลนอลแอนติบอดีจากการหลอมรวมเซลล์หนูชุดที่ 5 โดยวิธี indirect competitive ELISA 

สาร / แอนติบอดี 

หมายเลข 

ค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

CPSEM 1.76 1.76 1.16 1.12 0.82 0.24 0.22 0.19 0.19 0.84 1.47 1.35 0.76 2.25 2.30 
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ตารางที่ 14 (ต่อ) แสดงค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ในการทาํปฏิกิริยาข้ามกับสารต่างๆของ 

โมโนโคลนอลแอนติบอดีจากการหลอมรวมเซลล์หนูชุดที่ 5 โดยวิธี indirect competitive ELISA 

สาร / แอนติบอดี 

หมายเลข 

ค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

DMF (1:50) 

PBS 

1.86 

2.11 

1.73 

2.11 

1.16 

2.01 

1.14 

2.00 

0.86 

1.93 

0.26 

1.71 

0.24 

1.69 

0.19 

1.42 

0.16 

1.30 

0.84 

2.17 

1.52 

2.22 

1.37 

2.38 

0.77 

2.16 

2.43 

2.51 

2.39 

2.47 
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ตารางที่ 14 (ต่อ) แสดงค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ในการทาํปฏิกิริยาข้ามกับสารต่างๆของ 

โมโนโคลนอลแอนติบอดีจากการหลอมรวมเซลล์หนูชุดที่ 5 โดยวิธี indirect competitive ELISA 

สาร / แอนติบอดี 

หมายเลข 

ค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

CPSEM 2.14 2.34 0.18 0.21 0.16 0.34 0.49 0.53 0.43 0.49 0.43 0.19 0.14 0.19 
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ตารางที่ 14 (ต่อ) แสดงค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ในการทาํปฏิกิริยาข้ามกับสารต่างๆของ 

โมโนโคลนอลแอนติบอดีจากการหลอมรวมเซลล์หนูชุดที่ 5 โดยวิธี indirect competitive ELISA 

สาร / แอนติบอดี 

หมายเลข 

ค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

  จากการคดัเลือกโคลนท่ีมีความสามารถจบัได้เฉพาะกบั FZD ,NPAOZ และ CPAOZ ในรูปอิสระ ได้แก่ 

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

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

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

ตารางที่ 15 แสดงค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร จากการตรวจหาไอโซไทป์ของโมโนโคลนอล 

     แอนติบอด ี  

โมโนโคลนอล

แอนตบิอด ี

หมายเลข 

ค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร 

 

IgG1 

 

IgG2a 

 

IgG2b 

 

IgG3 

 

IgA 

 

IgM 

75 3.95 0.38 0.10 0.11 0.11 1.09 

79 3.96 0.48 0.10 0.11 0.11 1.24 

89 3.98 1.64 0.29 0.24 0.27 2.55 

181 3.78 0.39 0.11 0.11 0.11 1.06 

96 0.13 0.29 3.05 0.22 0.12 0.38 

102 0.12 0.26 3.16 0.21 0.11 0.34 

109 0.13 0.26 3.04 0.21 0.11 0.34 

112 0.13 0.32 3.13 0.22 0.11 0.43 
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3.4.3 การหาความเข้มข้นของแอนติบอดีท่ีเหมาะสม โดยวิธี indirect ELISA  

  เน่ืองจากเซลล์ไฮบริโดมาแตล่ะโคลนมีความสามารถในการผลติแอนติบอดีท่ีแตกตา่งกนั และประสทิธิภาพ

ของแอนติบอดีในการจบักบัแอนติเจนยงัอาจแตกตา่งกนัด้วย ดงันัน้จึงต้องทําการทดสอบหาความเข้มข้นของแอนติบอดีแตล่ะ

ตวัท่ีเหมาะสมในการทํา ELISA เพ่ือทดสอบความไวในการทําปฏิกิริยาของแต่ละโคลน ดงันัน้จึงทําการเจือจางแอนติบอดีใน

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

อาหารท่ีไมเ่จือจาง ซึง่จะมีคา่การดดูกลนืแสงท่ีความยาวคลืน่ 450 นาโนเมตร จากการทําปฏิกิริยา indirect ELISA ประมาณ 

2.0 จึงทําการเลือกความเข้มข้นแอนติบอดีท่ีเจือจางแล้วได้ค่าการดูดกลืนแสงประมาณ 1.5 – 1.7 (หาค่าความเข้มข้นของ

แอนติบอดีท่ีน้อยท่ีสุดท่ีได้ค่าการดูดกลืนแสงใกล้เคียงค่าสูงสุด) จากผลการทดสอบ แอนติบอดีหมายเลข 75 และ 181 

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

เทา่ ดงัแสดงในตารางท่ี 16 

ตารางที่ 16 แสดงค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ของการหาความเข้มข้นของแอนติบอดีที่  

     เหมาะสม โดยวิธี indirect ELISA  

 

แอนตบิอด ี

หมายเลข 

ค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร 

การเจือจางแอนติบอดีในอาหารเลีย้งเซลล์ (เท่า) 

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

75 2.07 2.00 1.93 1.74 1.63 1.33 1.05 0.72 0.50 0.40 

79 2.00 1.98 1.99 1.91 1.88 1.72 1.58 1.28 1.08 0.78 

89 1.94 1.98 1.95 1.98 1.81 1.68 1.46 1.20 0.92 0.65 

181 1.92 1.82 1.80 1.69 1.51 1.31 1.01 0.71 0.50 0.36 

96 2.19 2.17 2.09 2.06 1.92 1.64 1.43 1.23 1.01 0.82 

102 2.21 2.10 2.05 1.94 1.84 1.68 1.56 1.42 1.18 0.94 

109 2.25 2.10 2.02 1.90 1.78 1.60 1.42 1.21 0.98 0.73 

112 2.38 2.19 2.01 2.01 1.90 1.74 1.55 1.39 1.19 0.98 
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3.4.4 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดี ด้วยวิธี indirect competitive ELISA  

  เน่ืองจากการทดสอบการทําปฏิกิริยาข้ามของโมโนโคลนอลแอนติบอดี หมายเลข 75 ,79 ,89 ,181 ,96 

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

CPAOZ ในรูปอิสระท่ีความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรได้ จึงทําการทดสอบความไวในการจบัสารทัง้ 3 ตวั โดยแปร

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

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

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

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

จากกราฟท่ีได้นําไปคํานวณหาคา่ IC50 ได้ผลดงัแสดงในตารางท่ี 17 พบว่า โคลนท่ีได้จากหลมุต้น 8/12D สามารถจบัได้ดีกบั 

FZD ,CPAOZ และ NPAOZ ตามลําดบั สว่นโมโนโคลนอลแอนติบอดีของโคลนท่ีได้จากหลมุต้น 6/6E จบัได้ดีกบั CPAOZ 

,NPAOZ และ FZD ตามลําดบั โคลนท่ีได้จากหลมุต้น 8/12D สามารถจบักบั NPAOZ ได้ดีกว่า โคลนท่ีได้จากหลมุต้น 6/6E 

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

มิลลิลิตร ตามลําดบั สว่นโคลนท่ีได้จากหลมุต้น 6/6E หมายเลข 96 ,102 ,104 และ 112 มีค่า IC50 เท่ากบั 10.49 ,10.27 

,11.46 และ 11.83 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลําดบั จากนัน้ทําการหาเปอร์เซนต์การเกิดปฏิกิริยาข้ามของโมโนโคลนอล

แอนติบอดีกบัสาร FZD และ CPAOZ โดยนําคา่ IC50 ท่ีได้มาคํานวณหาเปอร์เซนต์การเกิดปฏิกิริยาข้ามจากสตูร 

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

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

และ CPAOZ สงูกวา่ โคลนท่ีได้จากเซลล์หลมุต้น 6/6E หมายเลข 96 ,102 ,104 และ 112 และโคลนจากเซลล์หลมุต้น 8/12D 

มีความไวในการจับกับสาร NPAOZ ,CPAOZ และ FZD สงูกว่า โคลนจากเซลล์หลมุต้น 6/6E จึงทําการคดัเลือกโคลน

หมายเลข 181 จากเซลล์หลมุต้น 8/12D และ 102 จากเซลล์หลมุต้น 6/6E ซึ่งมีคณุสมบตัิแตกต่างกนั คือ มี isotype และ

ความไวแตกตา่งกนั เพ่ือทําการเพ่ิมจํานวนเซลล์ และเก็บอาหารเลีย้งเซลล์เพ่ือทําแอนติบอดีให้บริสทุธ์ิตอ่ไป  
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รูปที่ 2 กราฟแสดงการทดสอบโมโนโคลนอลแอนตบิอดีกับสาร FZD โดยวิธี indirect competitive ELISA 

 

 

 

รูปที่ 3 กราฟแสดงการทดสอบโมโนโคลนอลแอนตบิอดีกับสาร NPAOZ โดยวธีิ indirect competitive ELISA 
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รูปที่ 4 กราฟแสดงการทดสอบโมโนโคลนอลแอนตบิอดีกับสาร CPAOZ โดยวธีิ indirect competitive ELISA 
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ตารางที่  17 แสดงค่า IC50 และเปอร์เซนต์การเกิดปฏิกิริยาข้ามของโมโนโคลนอลแอนติบอดี ทดสอบโดยวิธี 

indirect  

    competitive ELISA 

 

โมโนโคลนอล

แอนตบิอด ี

หมายเลข 

สาร 

NPAOZ FZD CPAOZ 

IC50 

(นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) 

IC50 

(นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) 

เปอร์เซนต์ 

การเกิดปฏิกิริยาข้าม 

IC50 

(นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) 

เปอร์เซนต์ 

การเกิดปฏิกิริยาข้าม 

75 5.17 0.03 1.7 x 104 0.22 2.4 x 103 

79 4.67 0.10 4.6 x 103 0.31 1.5 x 103 

89 6.38 0.06 1.1 x 104 0.27 2.3 x 103 

181 3.87 0.03 1.3 x 104 0.11 3.5 x 104 

96 10.49 40.68 25.8 3.36 3.1 x 102 

102 10.27 45.12 22.8 2.97 3.5 x 102 

104 11.46 28.69 39.9 3.25 3.5 x 102 

112 11.83 41.29 28.7 4.34 2.7 x 102 
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