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บทคดัยอ่ 

 การผลิตน ้านมและการสืบพนัธ์ของโคนม จะมีประสิทธิภาพไดโ้ดยการเพิ่มอตัราการผสมติด ซ่ึงสามารถ
ท าไดโ้ดยการผสมเทียมในช่วงระยะท่ีแม่โคเป็นสัด เพื่อให้แม่โคผลิตน ้ านมเป็นไปอยา่งต่อเน่ืองการตรวจดงักล่าว
สามารถท าได้โดยการวดัระดบัฮอร์โมนโพรเจสเทอโรน (progesterone) เพื่อให้สามารถก าหนดวนัผสมพนัธ์ุท่ี
ถูกตอ้งและเป็นการเพิ่มโอกาสการตั้งทอ้งของแม่โคให้ต่อเน่ือง พบว่าปัจจุบนัไดนิ้ยมน าเอาการวดัระดบัโพรเจส
เทอโรนในน ้านมดว้ยวธีิ ELISA  ซ่ึงเป็นวธีิท่ีเหมาะแก่การวดัตวัอยา่งจ านวนมากในระดบัห้องปฏิบติัการทัว่ไป แต่
เพื่อความรวดเร็วในการตรวจสอบผลในระดบัภาคสนาม ในการศึกษาคร้ังน้ีจึงได้พฒันาแถบทดสอบส าเร็จรูป
ตน้แบบเพื่อใช้ตรวจหาปริมาณฮอร์โมนโพรเจสเทอโรน ให้เหมาะแก่การใชง้านในระดบัภาคสนามของเกษตรกรโดย
ใชห้ลกัการ  Immunochromatographic Assay test strip (ICA) เป็นรูปแบบ Competitive inhibition จากการทดลอง
พบวา่แถบทดสอบตน้แบบประกอบดว้ย 4 ส่วนไดแ้ก่ (1) ส่วนบริเวณ Absorbance pad ซ่ึงเป็นส่วนดูดซบัตวัอยา่ง
ส่วนเกินเลือกใช้  CF7 ของ Whatman® (2) ส่วนบริเวณ Reaction pad เป็นส่วนท่ีเกิดการจบัของแอนติเจนกบั
แอนติบอดีใช้  Membrane AE100 ของ Whatman®  ประกอบดว้ยบริเวณของ Control line ตรึงดว้ย Goat Anti-
Mouse IgG Fc (specific) และ Test line ตรึงดว้ยโพรเจสเทอโรนเช่ือมต่อกบั BSA ความเขม้ขน้ 0.5 และ 1 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั โดยใชป้ริมาตร 0.2 ไมโครลิตรต่อแถบทดสอบหรือ 0.5 ไมโครลิตรต่อความ
กวา้ง 1 เซนติเมตร (3) บริเวณ  Conjugate pad ใช ้แอนติบอดีต่อโพรเจสเทอโรน 31.25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ติด
กบัอนุภาคทอง ขนาด 20 นาโนเมตร ปริมาตร 2 ไมโครลิตร  เคลือบบน GF33 ของ Whatman® เม่ือท าการศึกษา
วสัดุอุปกรณ์ท่ีใช้ช่วยตรึงแอนติเจนและแอนติบอดีบนแถบทดสอบได้แก่ กระจกสไลด์ ปากกาหมึกซึม และ
เคร่ืองมือ Dispense workstation เม่ือน าแถบทดสอบท่ีเตรียมไดไ้ปทดสอบกบัสารละลายมาตรฐาน P4 ผลท่ีไดคื้อสี
ของเส้นทดสอบจะลดลงเม่ือทดสอบกบัสารละลายมาตรฐาน P4 ท่ีความเขม้ขน้ 3.9,125 และ 3.9 นาโนกรัมต่อ
มิลลิลิตร ตามล าดบั เม่ือใช้เคร่ือง Dispense workstation พบว่าแถบสีท่ีได้มีความคมชัด เม่ือทดสอบกบัสาร
มาตรฐาน P4 ท่ีความเขม้ขน้ต ่า สามารถมองเห็นความแตกต่างอย่างชดัเจนเม่ือเทียบกบัตวัควบคุม โดยแถบสีจะ
แปรผนัตามปริมาณ โพรเจสเทอโรน ดงันั้นแถบทดสอบตน้แบบท่ีเตรียมไดจึ้งสามารถน าไปทดสอบการใชง้านใน
การตรวจระดบัฮอร์โมน โพรเจสเทอโรน จากตวัอยา่งน ้านมโคได ้ต่อไป  
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Abstract 
 
              Milk production and reproduction of dairy cows are effective by increasing the rate of fertility. This can 
be done by artificial insemination of cows during estrus cycle. To cows milk is constantly checking can be done 
by measuring progesterone hormone production and function.  In order to determine the correct mating and 
increases the chance of getting pregnant cows to continue. Found that the current level of progesterone in milk by 
ELISA, which is an ideal way to measure samples in the laboratory. In this study, we have developed the 
prototype test strip to detect the hormone progesterone that is suitable for use in the field of farmers using 
principles for easy and quick to use to determine the amount of progesterone in the field. 
Immunochromatographic Assay test strip (ICA) is a form Competitive inhibition. The results showed that the test 
strip prototype consists of four parts: (1) the area which is part Absorbance pad absorbs excess sample selection 
of CF7 Whatman® (2) the Reaction pad as part of an antigen capture antibody use of Membrane AE100 
Whatman® Control line consists of a fixation with Goat Anti-Mouse IgG Fc (specific) and Test line consists of a 
fixation with P3cmo-BSA concentrations of 0.5 and 1 mg / ml, respectively, using 0.2 l volume of test strips ( 
0.5 ul per width of 1 cm): (3) the Conjugate pad using antibodies to progesterone 31.25 g / ml with a particle 
size of 20 nm gold coating on the GF33 Volume 2 ul of Whatman®. For the study materials and tools to help 
immobilized antigens and antibodies on the test strips are sliding glass, fountain pen and Dispense workstation 
when the test strip are prepared to experiment with a standard solution P4. The result, the color of the test strip is 
reduced when tested with a standard solution at a concentration of P4 3.9,125 and 3.9 nanograms per milliliter, 
respectively, when using Dispense workstation that has the color contrast, when tested with a standard P4 at low 
concentrations. Its can clearly see the difference compared with the control. The column was proportional to the 
amount of progesterone, so the test strip can be prepared prototype test used to detect the hormone progesterone 
from milk samples further. 
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โพรเจสเทอโรนในน ้ านม          17 
 
รูปที ่11 แสดงแถบสีของแถบทดสอบเม่ือเติมสารละลายบฟัเฟอร์ท่ีเติม โพรเจสเทอโรน P4 ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ 
โดยใชอุ้ปกรณ์ท่ีใชส้ าหรับตรึงแอนติเจนและแอนติบอดีเป็นกระจกสไลด์     18 
 
รูปที ่12 แสดงแถบสีของแถบทดสอบเม่ือเติมสารละลายบฟัเฟอร์ท่ีเติม โพรเจสเทอโรน P3cmo และ P4  
ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆโดยใชอุ้ปกรณ์ท่ีใชส้ าหรับตรึงแอนติเจนและแอนติบอดีเป็นปากกาหมึกซึม   19 
  
รูปที ่13 แสดงการเปรียบเทียบการเกิดแถบสีเม่ือทดสอบกบัสารละลายท่ีมีโพรเจสเทอโรน P4อิสระกบัไม่มี  
เทียบ ระหวา่ง รูป (A) แถบทดสอบท่ีใชก้ระจกสไลดแ์ละรูป (B) ใชป้ากกาหมึกซึมเป็นวสัดุช่วยตรึงแอนติเจน 
และแอนติบอดีบนแถบทดสอบ         19 
 
รูปที ่14 (A) แสดงรูปเคร่ืองมือ Dispense workstation รุ้น BD-XYZ3000 ยีห่อ้Biodot ท่ีช่วยตรึงแอนติเจนและ 
แอนติบอดีบนแถบทดสอบ (B) แสดงแถบสีของเสน้ทดสอบท่ีไดเ้ม่ือทดสอบกบัสารละลายโพรเจสเทอโรน P4  
ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ          20 
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สัญญลกัษณ์และค าย่อ 
 Ab    Antibody 
 Ag    Antigen 
 BCA assay   Bicinchoninic acid assay 
 BSA    Bovine Serum Albumin 
 CMO     Carboxy-methyl-oxime 
 CV     Coefficient of 
 DMF    Dimethylformamide 
 DMSO    Dimethyl sulfoxide 
 EDC    1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide hydrochloride 
 ELISA    enzyme linked immunosorbent assay 
 FBS    Fetal bovine serum 
 FCS    Fetal calf serum 
 HPLC    High performance liquid chromatography 
 HRP    Horseradise peroxidase 
 IC50    half maximal inhibitory concentration 
 LOD    limiting of detection       
 M    molar 
 ml    milliliter    
 MRLs     maximum residue limits 
 ng    nanogram 
 NHS    N-hydroxysulfosuccinimide 
 OVA    Ovalbumin 
 P3    P-3-O-Carboxymethyloxime 
 P4    Pregn-4-ene-3, 20-dione 
 PBS    phosphate buffer saline 
 PBSCTT   Phosphate buffer saline with casein , Tween and Thimerosal 
 PBST    phosphate buffer saline tween 
 RIA    Radioimmunoassay 
 RT     Room temperature 
 TMB    3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidine 
 TNBS    2,4,6-Trinitrobenzene Sulfonic Acid  
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