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บทที่  1 
 

บทนํา 

1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
การเลี้ยงวัวเปนอาชีพที่สรางรายไดใหแกเกษตรกรไทย ซึ่งในปจจุบันผลิตภัณฑอาหารจาก

นมและน้ํานมพรอมดื่ม เปนที่ตองการของผูบริโภคเพิ่มมากขึ้นทั้งภายในและตางประเทศ ทําใหมี

ความตองการน้ํานมดิบเพิ่มมากขึ้น ในปพ.ศ 2543 ประเทศไทยมีการผลิตนมพรอมด่ืมจํานวน 

1,213,423 ตัน ขณะที่เกษตรกรผลิตนํ้านมดิบไดเพียง 494,692 ตัน ซึ่งคิดเปน 40 เปอรเซ็นตของ

ความตองการน้ํานมดิบทั้งประเทศ (วิโรจน, 2546) ปญหาสําคัญของเกษตรกรที่เลี้ยงโคนม คือ 

ขาดการจัดการดานการขยายพันธุของโคที่ดีจึงผสมพันธุผิดพลาด ทําใหแมโคทองวาง การใหนมก็

จะเลื่อนกําหนดออกไปดวย ดังนั้นการหาระยะเปนสัดของโคเพื่อกําหนดวันผสมพันธุที่ถูกตอง และ

การตรวจสอบการตั้งครรภจึงจําเปนมากสําหรับการจัดการดานการสืบพันธุ (ชวนิศนดากร, 2530) 

การตรวจสอบการเปนสัดและการตั้งครรภของโคสามารถทําไดโดยการวัดระดับโพรเจส

เทอโรน (Progesterone) ซึ่งเปนฮอรโมนในกลุมสเตอรอยด โดยแหลงที่ทําการสังเคราะหโพรเจส

เทอโรน ไดแก คอรปสลูเทียม (corpus luteum) รก และอาจสังเคราะหไดบางในรังไข อัณฑะและ

ตอมหมวกไต เมื่อสังเคราะหแลวจะหลั่งโพรเจสเทอโรนเขาสูกระแสเลือด และเกิดเมแทบอไลทใน

ตับและกระแสเลือด สามารถตรวจวัดระดับของโพรเจสเทอโรนได ในเลือด และน้ํานมวัว 

(Drofman,1975)  จากที่มีผูศึกษาการตรวจวัดระดับโพรเจสเทอโรนระหวางวงรอบการเปนสัดและ

ในขณะตั้งทองของโคนม พบวาระดับโพรเจสเทอโรนในกระแสเลือดและน้ํานม จะสูงขึ้นถึงวันที่ 17 

หรือ 18 ของรอบวงการเปนสัด หลังจากนี้ระดับโพรเจสเทอโรนจะลดต่ําลง โดยระดับโพรเจสเทอ

โรนจะต่ําสุดในวันแสดงอาการสัด ซึ่งวงรอบการเปนสัด 1 รอบ มีเวลาประมาณ 21 วัน หากมีการ

ตั้งครรภระดับโพรเจสเทอโรนจะยังคงสูงอยู แตหากไมมีการตั้งครรภระดับโพรเจสเทอโรนจะลดลง 

ดังนั้นการวัดระดับโพรเจสเทอโรนในน้ํานมโคจึงเปนวิธีที่นํามาใชเพื่อหาระยะเวลาการเปนสัดของ

โค ทาํใหกําหนดวันผสมพันธุที่ถูกตอง และตรวจสอบการตั้งครรภของโคได (Mcdonald,1975) 

ในการตรวจวัดปริมาณโพรเจสเทอโรน สามารถทําไดหลายวิธี ซึ่งสวนใหญจะใชการ

วิเคราะหดวยเทคนิค High performance liquid chromatography (HPLC) ซึ่งเปนเทคนิคที่มี

ความไวสูง ใหผลการตรวจสอบที่ถูกตองแมนยํา และมีประสิทธิภาพสูง (Almeida, 2006) แตตอง

ใชเวลาในการวิเคราะหแตละตัวอยางนาน จงึทําการตรวจตัวอยางไดนอย ตนทุนในการวิเคราะหมี

ราคาสูง เนื่องจากเครื่องมือและอุปกรณที่ใชมีราคาสูง อีกทั้งยังตองอาศัยผูชํานาญการในการ
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วิเคราะหอีกดวย จึงไดมีการพัฒนาการวิเคราะหที่สามารถทําไดสะดวกและรวดเร็วขึ้น  โดยอาศัย

วิธีทางอิมมูโนวิทยา (immunological method) ไดแก วิธีเรดิโออิมมูโนแอสเสย  

(Radioimmunoassay : RIA) และเอนไซมลิงคอิมมูโนซอรเบนตแอสเสย (Enzyme-linked 

immunosorbent assay : ELISA) สําหรับหลักการของ RIA นั้นจะอาศัยการทําปฎิกิริยาระหวาง

แอนติเจน คือ โพรเจสเทอโรนกับแอนติบอดีตอโพรเจสเทอโรน ซึ่งมีการติดฉลากดวยสาร

กัมมันตภาพรังสี ซึ่งเปนเทคนิคที่มีความไวสูง (Capezzuto, 2006) แตเนื่องจากเทคนิคนี้มีการใช

สารกัมมันตภาพรังสี ซึ่งตองทําในหองปฏิบัติการเทานั้น และอาจกอใหเกิดปญหาเกี่ยวกับการใช

และการจัดการของเสียปนเปอนจากสารกัมมันตภาพรังสี (Yalow, 1987) จึงไมเหมาะสมแกการใช

งานภาคสนามและหองปฏิบัติการทั่วไป สวนวิธี ELISA นั้นอาศัยหลักการทําปฎิกิริยาระหวาง

แอนติเจน คือ โพรเจสเทอโรนกับแอนติบอดีตอโพรเจสเทอโรน ซึ่งมีการติดฉลากดวยเอนไซมแทน

สารกัมมันตภาพรังสี เปนเทคนิคที่ทําไดงาย สามารถนํามาตรวจสอบนอกหองปฏิบัติการได จึง

นํามาใชในฟารมได ใหความถูกตองสูงใหผลการตรวจวัดใกลเคียงกับการตรวจวัดดวยวิธีทางเคมี 

แตใชเวลานอยและวิเคราะหตัวอยางไดคราวละมากๆ จึงมีการใชอยางแพรหลาย (Nakao และ

คณะ 1980)  

เนื่องจากในประเทศไทยยังไมมีการพัฒนาชุดตรวจโพรเจสเทอโรนโดยใชเทคนิคเอนไซม

ลิงคอิมมูโนซอรเบนตแอสเสย จึงตองทําการสั่งซื้อจากตางประเทศ ซึ่งมีราคาสูง ดังนั้นงานวิจัยนี้

จึงมีจุดประสงคที่จะพัฒนาชุดตรวจโพรเจสเทอโรนที่อาศัยหลักการของ ELISA โดยชุดตรวจ

ดังกลาวจะตองมีประสิทธิภาพในการตรวจที่ดีกวาหรือใกลเคียงกับชุดตรวจที่นําเขาจาก

ตางประเทศหรือการตรวจดวยวิธิ HPLC ทั้งนี้ในการพัฒนาชุดตรวจจะใชโมโนโคลนอลแอนติบอดี

จําเพาะตอโพรเจสเทอโน ที่ถูกพัฒนาขึ้นโดยสถาบันเทคโนโลยีชีวภาพและวิศวกรรมพันธุศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ซึ่งมีคุณสมบัติเหมาะแกการนํามาใชงาน  

1.2    วัตถุประสงคของการวิจยั 
1.2.1 เตรียมชดุตรวจโพรเจสเทอโรนโดยอาศัยหลกัการของเอนไซมลิงคอิมมูโนซอรเบนต  

แอสเสยแบบตางๆ  

1.2.2 ทดสอบประสิทธิภาพของชุดตรวจตนแบบและเปรียบเทียบกับการวิเคราะหดวย  

เทคนิค HPLC 
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1.3 ขอบเขตและวิธีดําเนินการวิจัย 

1.3.1  คนควาและรวบรวมขอมูลที่เกีย่วของ 

1.3.2  เลี้ยงเซลลไฮบริโดมาที่ผลิตแอนติบอดีที่มีความจาํเพาะตอโพรเจสเทอโรน 

1.3.3  ทําแอนติบอดีใหบริสุทธิ ์

     1.3.4  เตรียมชุดตรวจสอบโพรเจสเทอโรนตนแบบ 

1.3.4.1  แบบ Direct competitive ELISA (Ag captured) 

1.3.4.2  แบบ Direct competitive ELISA (Ag captured) ที่รองดวยแอนติบอดี           

ของแพะทีจ่ําเพาะตอแอนตบิอดีของหน ู

  1.3.4.3  แบบ Indirect competitive ELISA (Ab captured) 

  1.3.4.4  แบบ Direct competitive ELISA (Ab captured) 

1.3.5  ประเมินประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบตนแบบ 

1.3.6 วิเคราะหโพรเจสเทอโรนในตัวอยางน้ํานมววั และซรัีมวัว ดวยชดุตรวจสอบตนแบบ       

ชุดตรวจสอบที่มีจําหนายเชงิพานิชย และเทคนิค HPLC วิเคราะหขอมูล สรุปผล

การทดลอง และเขียนวิทยานิพนธ 
1.4 ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั 

ไดชุดตรวจสอบตนแบบที่อาศัยหลักการเอนไซมลิงคอิมมูโนซอรเบนตแอสเสยที่สามารถ

ตรวจวิเคราะหโพรเจสเทอโรนได 
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บทที่  2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

2.1 แนวคิดและทฤษฎ ี

ประสิทธิภาพในการสืบพันธุ และการผลิตน้ํานมของโค สามารถเพิ่มข้ึนไดโดยการเพิ่ม

อัตราการผสมติด (Conception rate) ซึ่งทําไดโดยการผสมเทียมใหตรงกับระยะที่แมโคเปนสัด  

ดังนั้นการทราบระยะการเปนสัด และการตรวจยืนยันการตั้งทองที่ถูกตองจึงเปนสิ่งสําคัญมาก ซึ่ง

สามารถทําไดโดยการวัดระดับฮอรโมนโพรเจสเทอโรน (Progesterone) ดวยวิธีทางเคมีหรือวิธีทาง

ภูมิคุมกันวิทยา ซึ่งในที่นี้จะกลาวถึงรายละเอียดของวิธีทางภูมิคุมกันวิทยาเปนหลัก รายละเอียด

ทั้งหมดกลาวไดดังนี้ 

2.1.1 กระบวนการสืบพันธุในโค 

จุดมุงหมายหลักของการเลี้ยงโคนมคือการผลิตน้ํานม ซึ่งการสืบพันธุของโคนมเปนสิ่ง

สําคัญที่สุดที่จะทําใหโคผลิตน้ํานม การที่จะทําใหโคผลิตนมไดจําเปนตองทําใหโคนมมีการตั้งทอง

จนกระทั่งคลอดลูกออกมา ซึ่งจะเปนสัญญาณกระตุนใหโคนมเริ่มสรางน้ํานมติดตอกันไป โดยการ

ใหนมจะเริ่มตนตั้งแตคลอดลูกตัวแรกไปจนกระทั่งลูกโคถึงระยะที่ไมตองการนมจากแมอีก แมโค

จะหยุดใหนม จนกวาจะคลอดลูกตัวใหมจึงใหนมครั้งใหมเปนเชนนี้ไปจนกวาจะไมสามารถ

สืบพันธุตอไปได (ชวนิศนดากร, 2530) ศักยภาพแมโคสามารถคลอดลูกไดปละตัวเพราะมีระยะ

อุมทองเฉลี่ยนาน 285 วัน โดยหลังคลอด 60 วัน ควรทําการตรวจสัด และทําการผสมเทียมใน

ระยะที่แมโคเปนสัด หลังจากนั้น 21-24 วัน ทําการตรวจทอง เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการสืบพันธุ

และการผลิตน้ํานม (ปราจีน, 2546) การสืบพันธุของโคถูกควบคุมโดยการทํางานจากฮอรโมนและ

ระบบประสาท ใหทํางานสัมพันธกัน  นอกจากนี้ยังมีปจจัยภายนอกที่มีผลตอการสืบพันธุ ไดแก 

สภาพแวดลอม อุณหภูมิ  ความชื้นของอากาศ อาหาร และการดูแล เปนตน การตั้งทองของโคนม

จะเกิดขึ้นไดเมื่อมีการผสมของตัวอสุจิกับไข ไขที่ใชในการผสมจะถูกสรางมาจากรังไข โดยเมื่อโค

นมเขาสูวัยเจริญพันธุพรอมที่จะผสม Folicle Stimulating Hormone (FSH)  ซึ่งถูกหลั่งมาจาก

ตอมใตสมองสวนหนา (Anterior pituitary gland) จะทําใหฟอลลิเคิล (Follicle) ที่อยูในรังไข

เจริญเติบโตขยายตัวขึ้นมาบริเวณผิวหนังของรังไข ชวงนี้ฟอลลิเคิลจะมีการสราง ฮอรโมน          

เอสโทรเจน (Estrogen) ข้ึนมาดวย ซึ่งทําใหโคแสดงอาการเปนสัด เมื่อฟอลลิเคิลขยายตัวมากขึ้น
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ถึงจุดหนึ่ง ตอมใตสมองสวนหนาจะสราง Luteinizing Hormone (LH) จะทําใหฟอลลิเคิลแตก

พรอมกับไข ที่อยูภายในจะหลุดออกมาและตกลงไปในทอนําไขเพื่อรอรับการผสมจากตัวอสุจิ สวน

ตัวฟอลลิเคิลจะเปลี่ยนรูปรางไปเปนคอรปสลูเทียม (Corpus luteum) พรอมกับเปล่ียนหนาที่ไป

สรางฮอรโมนโพรเจสเทอโรน ซึ่งทําหนาที่ปองกันไมใหโคนมมีการตกไขอีกถามีการตั้งทองเกิดขึ้น 

หากไขไมไดรับการผสมกับอสุจิ คอรปสลูเทียมจะสลายตัวไป และรังไขจะผลิตไขใบใหมข้ึนมา 

และเริ่มเขาสูรอบการเปนสัดใหมตอไป (สมชาย, 2541) 

2.1.2 วงรอบการเปนสัดและพฤตกิรรมการเปนสัดของโค  

วงรอบการเปนสัด (Estrus period) หมายถึงระยะที่รางกายของโคเจริญเติบโตพรอมที่จะ

รับการผสมพันธุและตั้งทองตอไป ซึ่งถูกควบคุมโดยฮอรโมนตาง ๆ ที่ถูกกระตุนและหลั่งออกมา

อยางเปนระบบ รอบวงรอบการเปนสัดของโคมีระยะโดยเฉลี่ย 18 –22 วัน โคสาวเมื่อเปนสัดครั้ง

แรกมักไมแสดงอาการแมวาจะมีการตกไข (Silent heat) (วิโรจน, 2546) ชวงระยะเวลาของวงรอบ

การเปนสดัมีความแปรปรวนไดขึ้นกับปจจัยหลายอยาง เชน สายพันธุ ฤดูกาล ความสมบูรณของ

รางกาย ถาโคไมตั้งทองโคนมจะกลับมาแสดงอาการเปนสัดเฉลี่ยทุก 21 วัน ในชวงระยะที่โคใกล

จะแสดงอาการเปนสัดประมาณ 3 วันกอนแสดงอาการเปนสัด FSH จะหลั่งออกมาเพื่อกระตุนการ

เจริญของฟอลลิเคิลซึ่งทําใหโคแสดงอาการเปนสัดพรอมที่จะรับการผสม การตกไขจะเกิดขึ้น

ในชวงสุดทายที่โคยืนนิ่งพรอมรับการผสมโดยอิทธิพลของ LH หลังการตกไขฟอลลิเคิลจะ

เปลี่ยนไปเปนคอรปสลูเทียมซึ่งจะเจริญเติบโตไปเปนระยะเวลานาน 16 วัน กอนที่จะฝอไปโดย

อิทธิพลของฮอรโมนโพรสทาแกลนดิน (Prostaglandin) ซึ่งสรางจากผนังมดลูก การฝอของ      

คอรปสลูเทียมเปนชวงสุดทายของวงรอบการเปนสัด หลังจากนั้นรอบการเปนสัดใหมก็จะเกิดขึ้น

อีกครั้งหนึ่งถาโคมีสุขภาพปกติ (สมชาย, 2541) 

วงรอบการเปนสัดแบงเปน 4 ระยะ ตามลกัษณะพฤติกรรม การเปลีย่นแปลงอวยัวะ

สืบพันธุ การเปลี่ยนแปลงฮอรโมน ที่มีความสอดคลองกัน ซึ่งระยะทัง้ 4 คือ 

 

              1. ระยะกอนการเปนสัด (Proestrus) 

              อยูชวงระหวางวันที่ 17-20 หลังการเปนสัด เปนระยะที่โคเขาสูการเปนสัดรอบใหม ระบบ

สืบพันธุมีการเปลี่ยนแปลง โดยฟอลลิเคิลจะเจริญอยางรวดเร็ว ในขณะที่คอรปสลูเทยีม (Corpus 

luteum) จากการเปนสัดในรอบที่แลว ฝออยางรวดเร็ว มดลูกมีการเปลี่ยนแปลง มีเลือดเลี้ยงมาก 
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ตอมสรางสารคัดหลั่งเจริญขยายตัวในสวนคอมดลูก (Cervix) และชองคลอด (Vagina) โดยชอง

คลอดจะบวมแดงมีเมือกใสเหนยีวไหลจากชองคลอดจากอิทธิพลของฮอรโมนเอสโตรเจน 

 

              2. ระยะเปนสัด (Estrus or heat) 

ในวันแรกของการเปนสัด เปนระยะที่ ฟอลลิเคิลขนาดใหญ (Dominant follicle) มีการ

เจริญเติบโตเต็มที่ และเกิดการตกไขตามมา (Ovulation) โคจะแสดงการเปนสัดโดยเฉลี่ยประมาณ 

4-24 ชั่วโมง และ โคจะแสดงการยอมรับการผสม และยืนนิ่งเมื่อมีตัวอื่นปน (Standing heat) 

ระยะการเปนสดั โคจะแสดงอาการตาง ๆ เชน กระวนกระวาย ถาเปนวัวระยะใหนมจะมีการสราง

น้ํานมลดลง การยืนนิ่งยอมเปนปนของตัวอ่ืน พบเมือกหรือสารคัดหลั่งจากมดลูก คอมดลูก และ

ชองคลอดมีมากที่สุด เยื่อเมือกของปากชองคลอดจะแดงมีเลือดคลั่ง ในระยะนี้ ระดับฮอรโมน LH 

จะเพิ่มข้ึนสงูมากกอนที่จะตกไข ตามมาหลังจากที่แสดงอาการเปนสัด ประมาณ 30 ชั่วโมง สวน

การผสมเทียมระยะที่เหมาะสมคือ 12-18 ชั่วโมง หลังการยืนนิ่ง (Standing heat) 

  

              3. ระยะหลงัการเปนสัด (Metoestrus) 

              อยูชวงระหวางวันที่ 2-4 ของการเปนสัด ในระยะนี้โคจะหยุดแสดงอาการเปนสัด และรัง

ไขมีการสราง คอรปสลูเตียม (Corpus luteum) และเริ่มมีการแสดงฮอรโมนโพรเจสเทอโรน ใน

บางครั้งอาจจะพบวาเลือดออกมาจากชองคลอด (Metoestrus bleeding) ไดในระยะนี้ ปกติพบ

ประมาณ 90% และไมเกิน 45% ในแมวัว ซึ่งเปนลักษณะเมือกปนเลือดพบติดตามหลังหรือ

บริเวณชองคลอดดานนอก  

  

              4. ระยะไมเปนสัดในวงรอบ (Dioestrus) 

              อยูในชวงระหวางวันที่ 5-17 หลังจากการเปนสัด เปนระยะที่มีคอรปสลูเทียมเจริญเติบโต

เต็มที่ มดลูกพรอมรับการตั้งทอง มีระดับโพรเจสเทอโรน (Progesterone) สูง คอมดลูกปดมีเมือก

เหนียวปดอยู เยื่อเมือกชองคลอดคอนขางซีด ในชวงทายของระยะนี้ถาโคไมมีการตั้งทอง ก็จะมี

การสรางฮอรโมนโพรสทาแกลนดิน (Prostaglandin) จากมดลูก (Uterus) มาสลายคอรปสลูเทียม 

หลังจากนั้นก็จะมีการเริ่มขบวนการเปนสัดในรอบใหม 
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2.1.3 การทาํงานของฮอรโมนที่ควบคุมการเปนสดัและการตกไข 

ขบวนการทั้งหมดที่เกิดขึ้นในวงรอบการเปนสัดของโคจะถูกควบคุมโดยกลไกของฮอรโมน 

(Hormone mechanism) ซึ่งมีฮอรโมนที่สําคัญไดแก FSH, LH และเอสโทรเจน ดังแสดงในรูปที่ 

2.1 หนาที่อยางอื่นของเอสโทรเจน คือชวยขับ Gonadotropin Releasing Hormone (GnRH) โดย

พบวาเมื่อระดับของ เอสโทรเจน ในเลือดเปลี่ยนแปลงจะทําใหสมองขับ GnRH ออกมา ในทาง

กลับกัน GnRH จะชวยในการขับฮอรโมน LH จากตอมใตสมองโดย LH จะถูกขับออกมาหลังจาก

โคเริ่มเปนสัดแลว 2 ชั่วโมง หลังจากนั้นประมาณ 30 ชั่วโมง ตั้งแตโคเริ่มยืนนิ่งใหตัวอื่นปนผสม 

ฮอรโมน LH จะกระตุนใหเกิดการตกไข ไขที่ตกแลวจะอยูในสภาพสมบูรณพรอมที่ผสมไดนาน

ประมาณ 6 ช่ัวโมง หลังจากนั้นหากไมไดผสมจะทําใหผสมติดยาก อยางไรก็ตามยังมีการคนพบวา

ถึงแมตกไขไปแลว 12 ชั่วโมง ก็ยังสามารถปฏิสนธิไดอยู ในการผสมเพื่อใหมีโอกาสปฏิสนธิไดดี

ที่สุดควรผสมหลังจากโคเริ่มยืนใหตัวอื่นผสม 12-24 ชั่วโมง ภายหลังจากการตกไขแลวผนังของ

กระเปาะไขจะฝอตัว จากนั้นฮอรโมน LH จะกระตุนใหมีการสรางคอรปสลูเทียมขึ้น จนกระทั่งผลิต

โพรเจสเทอโรนเพิ่มข้ึน และประมาณวันที่ 4-5 ของการตกไขจะตรวจโพรเจสเทอโรนพบในกระแส

เลือด โดยจะมีระดับโพรเจสเทอโรนในกระแสเลือดสูงสุดหลังจากเปนสัด 9-10 วัน ความเขมขน

ระดับนี้ยังสูงจนถึงวันที่ 17-19 ความเขมขนจะลดลงอยางรวดเร็ว เปนผลใหวงรอบการเปนสัดของ

โคเกิดขึ้นอีกคร้ังหนึ่ง สาเหตุที่ระดับโพรเจสเทอโรนต่ําลงก็เพราะการฝอตัวของคอรปสลูเทียมใน

กรณีที่ โคได รับการผสมแลว เกิดการตั้ งทองขึ้นคอรปสลู เทียมจะไมฝอตัวและจะผลิต                   

โพรเจสเทอโรนไปเรื่อยๆ จนเกือบตลอดระยะเวลาการตั้งทอง (ตรีพล และคณะ, 2527) 
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รูปที่  2.1 ฮอรโมนจากสมองสวนไฮโพทาลามัสและตอมใตสมอง ซึ่งมหีนาที่ควบคุมวงรอบการเปน

สัดของโค (Sorensen, 1979) 

 

 

รูปที่ 2.2 ระดับโพรเจสเทอโรน (Progesterone) และเอสโทรเจน (Estrogen) ในรอบวงจรสัด 

(Sorensen, 1979) 

 

Day of estrous cycle 
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2.1.4 ความสัมพันธุของสวนตาง ๆ ในการควบคุมการทาํงานของระบบสืบพันธุ 

ระบบการสืบพันธุของโคจะถูกควบคุมโดยฮอรโมนตาง ๆ ซึ่งสรางจากตอมไรทอและ

อวัยวะที่เกี่ยวของตางๆดังนี ้

ตารางที่ 2.1 แสดงตอมไรทอและอวัยวะที่เกี่ยวของกับการผลิตฮอรโมนที่สําคัญในระบบสืบพันธุ 

  
ตอมไรทอและอวัยวะที่

เกี่ยวของ 
ฮอรโมน หนาที่หลักของฮอรโมน 

ไฮโปธาลามัส 

(Hypothalamus) 

GnRH กระตุนการหลัง่ FSH และ LH จาก ตอมใต

สมอง 

 

ตอมใตสมองสวนหนา 

(Anterior Pituitary gland) 

FSH กระตุนการเจริญของกระเปาะไขและไขสุก 

LH กระตุนกระเปาะไขสุก ทําใหเกิดการตกไขสราง

และรักษาสภาพ corpus Iuteum 

มดลูก (Uterus) Prostaglandin การสลาย corpus luteum 

รังไข (Ovary) Estrogens กระตุนอาการเปนสัดกระตุนการหลัง่ GnRH 

กอนการตกไข 

Progesterone เตรียมเยื่อบุมดลูกเพื่อการฝงตัวของตัวออน 

รักษาสภาพการตั้งทอง ลดการหลัง่ GnRH จึง

เปนการยับยัง้การตกไข 

ที่มา : สรรเพชญ โสภณ, 2530 

  2.1.4.1 Gonadotropin Releasing Hormone (GnRH) 

  เปนฮอรโมนทีห่ลั่งมาจากไฮโปธาลามัส โดย GnRH จะกระตุนการหลัง่ FSH และ 

LH จากตอมใตสมอง หนาทีสํ่าคัญของ GnRH จะชวยกระตุนการพัฒนาฟอลลิเคิล (มงคล, 2543) 

2.1.4.2  Follicle Stimulating Hormone (FSH)  

  เปนฮอรโมนที่หลั่งมาจากตอมใตสมองสวนหนาโดย FSH เปนตัวกระตุนใหรังไข

สรางกระเปาะไขและถุงไขฟอลลิเคิลเจริญเติบโตขึ้น นอกจากนี้ยังกระตุนใหเทสโทสเทอโรน 

เปลี่ยนไปเปนเอสโทรเจนชนิด เอสไทรออล, เอสโทรน และ เอสทราไดออล (มงคล, 2543) 
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2.1.4.3  Luteinizing Hormone (LH)  

  เปนฮอรโมนที่หลั่งมาจากตอมใตสมองสวนหนาโดย LH จะกระตุนใหรังไขสราง

ฮอรโมนโพรเจสเทอโรน และทําหนาที่ใหเกิดการตกไข (Ovulation) และทําใหไขสรางคอปสลูเทียม

ดวย ถาเปนโคตัวผูจะกระตุนใหสรางฮอรโมนเพศผู (Testosterone) (มงคล, 2543) 

2.1.4.4 Prostaglandin 

เปนฮอรโมนที่มีคุณสมบัติเปนกรดโพทาโนอิก (Protanoic acid) ซึ่งเปนกรดไขมัน

ไมอ่ิมตัว โดยปกติกรดโพทาโนอิก จะไมอยูโดด ๆ แตจะมีกลุมตาง ๆ เขาไปตอเปนโพรสทาแกรน

ดิน  กลุมที่พบอยูบอย ๆ ไดแก A, B,  E  และ F  สวนกลุมอ่ืน ๆ ก็เกิดขึ้นไดเชนกันโพรสทาแกรน

ดินที่ใชกันมีชื่อสามัญ คือ  โพรสทาแกรนดิน  เอฟทู แอลฟา (prostaglandin F2α)  หรือ PG F2α  

ปจจุบันพบโพรสทาแกรนดินหลายชนิดในเนื้อเยื่อตาง ๆ ของสัตวเล้ียงลูกดวยนม มีโพรสทาแกรน

ดิน เอฟทู แอลฟา มีบทบาทในการควบคุมวงรอบการเปนสัดในสัตวหลายชนิด โดยโพรสทาแกรน

ดินจะหลั่งมาจากมดลูก ไปออกฤทธิ์ทําใหคอรปสลูทียมฝอ เปนเหตุใหระดับโพรเจสเทอโรนลดลง  

โพรสทาแกรนดนิ  เอฟทู แอลฟา ที่เกิดจากคอรปสลูเทียม จะไปกระตุนเยื่อบุภายในมดลูกใหสราง

สารขึ้นมาทําลายตัวเองซึ่งเกิดขึ้นหลังระยะกลางของวงรอบการเปนสัด (วิโรจน, 2546) 

2.1.4.5 Estrogens 

เอสโทรเจนผลิตจากเนื้อเยื่อที่อยูลอมรอบฟอลลิเคิล ฮอรโมนนี้ทําหนาที่ควบคุม

พฤติกรรมที่แสดงออกทางเพศ คือพฤติกรรมการเปนสัด และกระตุนใหระบบสืบพนัธุ เปนตัวการ

ที่ทําใหตัวเมียมีอวัยวะเพศเมียเจริญจนพรอมที่จะสืบพันธุได โดยชวยใหมดลูกเตรียมพรอม

สําหรับการผสมพันธุ และการฝงตัวของไขที่ไดรับการผสมติด ในระยะกอนและระหวางเปนสัด 

ฮอรโมนนี้จะกระตุนใหมีการผลิตน้ําเมือกไหลซึมมาทางปากชองคลอด เพื่อเปนการหลอลื่น และ

เตรียมพรอมสําหรับการผสมพันธุ อิทธิพลของฮอรโมนนี้ยังมีผลตอการกระตุนใหคลายตัว โดย

กลามเนื้อปากชองคลอดจะบวมแดงในระหวางที่เปนสัด กระตุนใหกลามเนื้อปากมดลูกคลายตัว

เพื่อใหอสุจิผานเขาไปผสมกับไขได และยังชวยใหกลามเนื้อรอบมดลูกบีบตัวชวยพาใหไข และ

อสุจิเคลื่อนที่เขาหากันไดเร็วขึ้น เปนการเพิ่มโอกาสในการผสมพันธุ ซึ่งฮอรโมนนี้มีมากในระยะที่

ไขแก (วิโรจน, 2546) 
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2.1.4.6 Progesterone 

โพรเจสเทอโรนเปนฮอรโมนที่สําคัญตอการควบคุมทํางานของระบบสืบพันธุ

จัดเปนสเตอรอยดฮอรโมน (Steroid hormone) สูตรโครงสรางประกอบดวยคารบอน 21 อะตอม มี

ชื่อทางเคมี คือ Δ4-pregnene-3,20-dione สูตรโครงสรางของโพรเจสเทอโรนแสดงดังรูปที่ 2.4    

โพรเจสเทอโรนจัดเปนฮอรโมนที่สําคัญในวงรอบการปนสัดและในการตั้งทอง แหลงที่ทําการ

สังเคราะหโพรเจสเทอโรน คือ  คอรปสลูเทียม รังไข  รก  และอาจสังเคราะหไดบางในระหวาง

ขั้นตอนการสังเคราะหสเตอรอยดฮอรโมนตัวอ่ืน ไดแก ฮอรโมนเพศ (Sex hormone) ในรังไข ใน

อัณฑะ  และคอรทิโคสเตอรอยด (Corticosteroid) ในตอมหมวกไต  ทําใหสามารถตรวจระดับ   

โพรเจสเทอโรนในคอรปสลูเทียม   ในรก  ในเปลือกตอมหมวกไต  ในน้ําเลือด และในน้ํานม เปน

ตน (Drofman, 1975) โพรเจสเทอโรนเปนฮอรโมนที่ชวยพยุงการตั้งทองเตรียมเยื่อบุผนังใหพรอมที่

จะรับการฝงตัวของตัวออน และยับยั้งการตกไขขณะตั้งทอง โดยทํางานรวมกับเอสโทรเจนไป

ยับยั้งการหลั่งโกนาโดโทรพินจากตอมใตสมองสวนหนา นอกจากนี้จะทํางานรวมกับเอสโทรเจน 

กระตุนใหมีการเจริญเติบโตเพิ่มถุงน้ํานมเหนี่ยวนําใหเกิดการคลอด เมื่อครบกําหนดคลอด         

โพรเจสเทอโรนจึงลดระดับตํ่าลง เอสโทรเจนจะมีผลรวมกับออกซิโทซินจากตอมใตสมองสวนหลัง

กระตุนการบีบตัวของมดลูกขับลูกออกมา (วิโรจน, 2546) 

 

                                          O

CH3

CH3 O
CH3

 

รูปที่ 2.3 สูตรโครงสรางของฮอรโมนโพรเจสเทอโรน 

2.1.4.6.1  ระดับโพรเจสเทอโรนในระยะวงรอบการเปนสัด  
 

การเปนสัดหมายถึงสัตวตัวเมียแสดงอาการยอมรับการผสมพันธุจากตัวผูและมี

การตกไข การเปนสัดจะเกิดขึ้นนานประมาณ 10 ถึง 24 ชั่วโมง ถาโคไมไดรับการผสมหรือผสม

แลวไมติด อาการเปนสัดของโคจะปรากฏอีกในเวลา 20 ถึง 22 วันตอมา วงรอบการเปนสัด  ถูก
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ควบคุมดวยฮอรโมนตาง ๆ ที่ถูกกระตุน โดยหลั่งออกมาอยางเปนระบบ วงรอบการเปนสัดของโค 

โดยปกติมีเวลาโดยเฉลี่ยประมาณ  21 วัน ตอรอบ โดยนับเวลาตั้งแตวันเริ่มเปนสัดวันแรก จนถึง

การเปนสัดครั้งที่สองติดตอกันไป ทั้งนี้การสังเคราะหโพรเจสเทอโรนมีความสัมพันธกับการเจริญ

ของคอรปสลูเทียมตามขั้นตอนตอไปนี้  ภายในรังไขจะมีไขจํานวนมากฝงตัวอยูภายในเปนกลุม ๆ  

กลุมเซลลที่ลอมรอบไข ตอมาจะเจริญเติบโตเปนฟองไข  เมื่อไขโตเต็มที่ฟองไขจะแตกออก ปลอย

ไขออกจากรังไข เรียกวาการตกไข แลวเซลลของฟองไขรอบ ๆ  จะสรางคอรปสลูเทียม มีลักษณะ

เปนแผน ซึ่งจะขยายตัวขึ้นและผลิตฮอรโมนโพรเจสเทอโรน ประมาณวันที่ 5 ของวงรอบการเปน

สัด ตอมาเซลลทีคาอินเทอนาจะทําการแบงตัว ทําใหขนาดและน้ําหนักของคอรปสลูเทียมเพิ่มมาก

ข้ึน  สงผลใหปริมาณของโพรเจสเทอโรนเพิ่มสูงขึ้นและสูงสุดในวันที่ 14-16 ของวงรอบการเปนสัด 

จากงานวิจัยที่ผานมาวัดปริมาณโพรเจสเทอโรน ในพลาสมาจะนอยกวา  1 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร 

ในวันแสดงอาการสัด  และคงระดับตํ่าประมาณ  3-4 วัน  จากนั้นมีระดับสูงขึ้นและสูงสุดโดยเฉลี่ย  

6-7  นาโนกรัมตอมิลลิลิตร   ในวันที่ 16-17  ของการเปนสัดซึ่งคอรปสลูเทียมอาจมีขนาด  2 

เซนติเมตร หลังจากนี้ระดับโพรเจสเทอโรนจะลดต่ําลง (Moeljono และ คณะ, 1977)    สรุปแลว

ระดับโพรเจสเทอโรนลดต่ําสุดในวันแสดงอาการสัด  และสูงสุดในวันที่ 14-16 ของวงรอบการเปน

สัด  และตั้งแตวันที่ 17 เปนตนไประดับโพรเจสเทอโรนจะลดลงเรื่อย ๆ  จนต่ําสุดจนถึงวงรอบการ

เปนสัดใหม    เนื่องจากอิทธิพลของโพรสทาแกลนดินเอฟทูแอลฟา  ซึ่งสังเคราะหจากเยื่อบุผนัง

มดลูก  ผานเสนเลือดดําระหวางมดลูกกับรังไข (Utero – Ovarian vein)  เขาสูคอรปสลูเทียม เปน

เหตุใหคอรปสลูเทียมเสื่อมสลายภายใน 40 ชั่วโมง  แลวจึงเริ่มรอบวงจรสัดครั้งตอไป ซึ่งระดับ

ระดับโพรเจสเทอโรนในพลาสมาและในน้ํานม ระหวางรอบวงจรสัดแสดงดังรูปที่ 2.4 
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รูปที่ 2.4  ระดับโพรเจสเทอโรนในพลาสมา และ ในน้าํนมโคระหวางวงรอบการเปนสัด  

2.1.4.6.2  ระดับโพรเจสเทอโรนตลอดการตั้งทอง  

  การเปลี่ยนแปลงของระดับโพรเจสเทอโรน หลังจากที่โคไดรับการผสมพันธุ      

คอรปสลูเทียมทําหนาที่ในการผลิตฮอรโมนโพรเจสเทอโรนเพื่อชวยพยุงการตั้งทอง ในระยะเริ่มตน

ของการตั้งทอง ระดับโพรเจสเทอโรนในพลาสมาจะมีคาใกลเคียงกับวันที่ 14 – 16 ของวงรอบการ

เปนสัด แตระดับของโพรเจสเทอโรนอาจสูงขึ้นบาง และจะคงระดับเชนนี้ตลอดการตั้งทอง 

ประมาณวันที่ 20 – 30 กอนคลอดจะเริ่มมีระดับลดลงอยางชาๆ และมีระดับต่ําสุดในวันที่คลอด 

Fairclough และคณะ (1975) ศึกษาระดับโพรเจสเทอโรนในพลาสมาของโคที่ตั้งทอง พบวาระดับ

ของโพรเจสเทอโรนเพิ่มสูงขึ้นจาก 1.2 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร เปน 8.2 นาโนกรมัตอมิลลิลิตร และ 

9.9 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร (ในวันที่ 3 – 12 ของการตั้งทอง) โดยระดับโพรเจสเทอโรนจะคงสูงอยู

ตลอดการตั้งทอง จนกระทั่ง 1 วันกอนคลอดระดับโพรเจสเทอโรนจะลดต่ําลงถึง 0.7 นาโนกรัมตอ

มิลลิลิตร แสดงในรูป 2.5 

Progesterone (ng/ml) 

Days of Estrous Cycle 

        Milk 

        Blood 
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รูปที่ 2.5 ระดับโพรเจสเทอโรนในพลาสมาและในน้าํนมโคขณะตั้งทอง 

2.1.4.6.3 การใชระดับโพรเจสเทอโรนในนมตรวจการตั้งทอง 

  ในปจจุบันการตรวจการตั้งทองจะอาศัยความแตกตางของระดับโพรเจสเทอโรน

ในน้ํานม ตั้งแตวันที่ 20 หลังการผสมเทียมเปนตนไป เพราะในโคที่ไมตั้งทองระดับของ               

โพรเจสเทอโรนจะลดต่ําลง เนื่องจากการเสื่อมสลายของคอรปสลูเทียม สวนในโคที่ตั้งทองระดับ 

โพรเจสเทอโรนจะมีคาสูงใกลเคียงกับวันที่ 14 – 15 ของวงรอบการเปนสัด ซึ่งไดผลดีในการ

วิเคราะหหาระดับโพรเจสเทอโรนในน้ํานมเพื่อตรวจการตั้งทอง (วิโรจน, 2546) 

2.1.4.6.4 การใชระดับโพรเจสเทอโรนตรวจการแสดงอาการเปนสัด   

  การเปนสัดหลังคลอดของโคขึ้นกับการคืนตัวของสภาพมดลูกที่บอบชํ้าเนื่องจาก

การคลอดสูสภาพปกติและขึ้นกับการทํางานของระบบประสาทอัตโนมัติ ที่หลอเลี้ยงตอมใตสมอง 

และมดลูกซึ่งควบคุมการผลิตฮอรโมนโกนาโดโทรพิน (FSH และ LH) ไปควบคุมการทํางานของรัง

ไขใหสรางฮอรโมนเอสโทรเจนและโพรเจสเทอโรนไปควบคุมสภาพมดลูก ใหเตรียมพรอมตอการ

ผสมติดครั้งตอไป ตามปกติโคนมจะเปนสัดและตกไขหลังคลอด 30 – 72 วัน เมื่อไดรับการเลี้ยงดู 

และใหอาหารอยางดี การวัดระดับโพรเจสเทอโรนในน้ํานมสามารถตรวจอาการสัดได หากระดับ

ของโพรเจสเทอโรนต่ําลงสุด จะเปนเวลาที่โคเริ่มเปนสัด ทําใหสามารถกําหนดเวลาผสมเทียมได  

(วิโรจน, 2546) 

        Milk 

        Blood 

Progesterone (ng/ml) 

Days of Pregnancy 
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2.1.5 การตรวจวิเคราะหโพรเจสเทอโรน 

เทคนิคการตรวจวัดระดับฮอรโมนโพรเจสเทอโรนนั้น สามารถทําไดหลายวิธี 

ไดแก วิธีทางเคมี และวิธีทางอิมมูโนวิทยา  

2.1.5.1 การตรวจวิเคราะหโพรเจสเทอโรนโดยวิธีทางเคมี ไดแก เทคนิค 

High performance liquid chromatography (HPLC) เปนเทคนิคที่มีความไวสูง ใหผลการ

ตรวจสอบที่ถูกตองแมนยํา สามารถวิเคราะหโพรเจสเทอโรนปริมาณนอยๆได และมีประสิทธิภาพ

สูง (Almeida และ Nogueira, 2006) แตเทคนิคเหลานี้ตองใชเวลาในการวิเคราะหแตละตัวอยาง

นาน จึงทําการตรวจตัวอยางไดนอย ตนทุนในการวิเคราะหมีราคาสูง เนื่องจากเครื่องมือและ

อุปกรณที่ใชมีราคาแพง จําเปนตองวิเคราะหในหองปฏิบัติการ อีกทั้งยังตองอาศัยผูชํานาญการ

ในการวิเคราะหอีกดวย 

2.1.5.2 การตรวจวิเคราะหโพรเจสเทอโรนโดยวิธีทางอิมมูโนวิทยา ใน

ปจจุบันมีการพัฒนาการวิเคราะหที่สามารถทําไดสะดวกและรวดเร็วขึ้น โดยอาศัยวิธีทางอิมมูโน

วิทยา (Immunological method) ไดแก วิธีเรดิโออิมมูโนแอสเสย (Radioimmunoassay, RIA) 

และเอนไซมลิงคอิมมูโนซอรเบนตแอสเสย (Enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) 

สําหรับหลักการของ RIA คืออาศัยการทําปฎิกิริยาระหวางแอนติเจน คือ โพรเจสเทอโรนกับ

แอนติบอดีตอโพรเจสเทอโรน ซึ่งมีการติดฉลากดวยสารกัมมันตภาพรังสี แลวติดตามปริมาณ   

โพรเจสเทอโรนจากเครื่องนับปริมาณรังสี เทคนิคนี้เปนเทคนิคที่มีความไวสูง ใหผลการตรวจสอบ

ที่ถูกตองแมนยํา และมีความจําเพาะ (Specificity) สูง เนื่องจากอาศัยการจับกันของแอนติเจน

กับแอนติบอดี (Capezzuto, 2006) แตเนื่องจากเทคนิคนี้ตองใชเครื่องมือในการตรวจวัดสาร

กัมมันตภาพรังสี ซึ่งตองทําในหองปฏิบัติการเทานั้น และอาจกอใหเกิดปญหาเกี่ยวกับการใชและ

การจัดการของเสียปนเปอนจากสารกัมมันตภาพรังสี (Yalow และ Berson, 1978) สวนหลักการ

ของเทคนิค ELISA นั้นอาศัยหลักการทําปฎิกิริยาระหวางแอนติเจน คือ โพรเจสเทอโรนกับ

แอนติบอดีตอโพรเจสเทอโรนซึ่งมีการติดฉลากดวยเอนไซมแทนสารกัมมันตภาพรังสี โดยใช

แอนติเจนหรือแอนติบอดีเคลือบติดกับพื้นผิว (Solid support) ทําใหเกิดการจับกันระหวาง

แอนติเจนและแอนติบอดี ตรวจวัดการจับกันของเอนไซมที่ติดฉลากกับแอนติเจนหรือแอนติบอดี 

ซึ่งเอนไซมจะเปนตัวชวยในการขยายความสามารถในการตรวจสอบปฏิกิริยาระหวางแอนติเจน

และแอนติบอดีที่เกิดขึ้น จึงเปนปฏิกิริยาที่มีความไว ความจําเพาะสูง และมีความเหนียวแนนใน

การจับ (Affinity) เทคนิค ELISA นี้เปนวิธีที่อาศัยปฎิกิริยาทางภูมิคุมกันมีความนิยมมากใน

ปจจุบัน สามารถใชในการวัดระดับสารที่ตองการตรวจวัดไดอยางแมนยํา มีความจําเพาะและ
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ความไวสูง สะดวก ใชงานไดงาย ไมเปนพิษกับส่ิงแวดลอม สามารถนํามาตรวจสอบนอก

หองปฏิบัติการไดจึงนํามาใชในฟารมได ใหความถูกตองสูงใหผลการตรวจวัดใกลเคียงกับการ

ตรวจวัดดวยวิธีทางเคมี แตใชเวลานอยและวิเคราะหตัวอยางไดคราวละมากๆ และมีการใชอยาง

แพรหลาย (Nakao และคณะ 1980) 

2.1.5.2 เทคนคิ ELISA สามารถแบงออกไดเปน 

2.1.5.2.1. Direct ELISA  

สามารถใชตรวจสอบปริมาณแอนติเจน ไดโดยเคลือบจานชนิด 96 หลุมดวย

แอนติบอดีที่จําเพาะตอแอนติเจนที่ตองการในตัวอยาง เมื่อเติมตัวอยางที่ตองการตรวจสอบ 

แอนติเจนนั้นก็จะจับกับแอนติบอดีดังกลาว แลวลางสวนที่ไมทําปฏิกิริยาออก เติมแอนติบอดีตัว

ที่สองซ่ึงมีความจําเพาะตอแอนติเจนที่ตองการตรวจและติดฉลากดวยเอนไซม (conjugate) ลง

ไปในปริมาณที่มากพอ ซึ่งจะไปทําปฏิกิริยากับแอนติเจนที่จับกับแอนติบอดีตัวแรก จากนั้นลาง

สวนที่ไมทําปฏิกิริยาออกแลวจึงเติมสับสเตรตของเอนไซมแลวนําไปวัดปริมาณสีที่เกิดขึ้น การ

เปลี่ยนแปลงสีของสับสเตรตจะเปนสัดสวนโดยตรงกับปริมาณของแอนติเจนในตัวอยางที่

ตรวจสอบ 

                
 

 

รูปที่ 2.6 หลักการของ Direct ELISA 

 

2.1.5.2.2. Indirect ELISA  

สามารถใชตรวจสอบปริมาณแอนติบอดีที่จําเพาะตอแอนติเจนที่ตองการ โดยทํา

การเคลือบจานชนิด 96 หลุมดวยแอนติเจนที่จําเพาะ แลวทําการเติมตัวอยางที่มีแอนติบอดีลงไป 

แอนติบอดีที่จําเพาะเทานั้นที่จะจับกับแอนติเจนที่เคลือบไว แลวลางสวนที่ไมทําปฏิกิริยาออก 

เติมแอนติบอดีตัวที่สองที่ติดฉลากดวยเอนไซมไว โดยแอนติบอดีตัวที่สองนี้ จะจับแบบจําเพาะ

กับแอนติบอดีที่ตองการตรวจหา หลังจากลางสวนที่ไมทําปฏิกิริยาออก แลวเติมสับสเตรตของ

เอนไซมแลวนําไปวัดปริมาณสีที่เกิดขึ้น การเปลี่ยนแปลงสีของสับสเตรตจะเปนสัดสวนโดยตรง

กับปริมาณของแอนติบอดีในตัวอยางที่ตรวจสอบ 

เคลือบพื้นผิวดวย

แอนติบอดี 
เติมแอนติบอดีตัวที่สอง 

ที่ติดฉลากกับเอนไซม 
เติมสับสเตรต 

เติมตัวอยางที่มีแอนติเจน     

ลาง ลาง ลาง s 
P 

s 

P 
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รูปที่ 2.7 หลักการของ Indirect ELISA 

 

2.1.5.2.3. Competitive ELISA 

เปนวิธีการทดสอบที่มักจะใชสําหรับการตรวจหาแอนติเจนซึ่งมีน้ําหนักโมเลกุล

นอย โดยอาศัยการใชแอนติเจนที่ติดฉลากดวยเอนไซม เปนตัวทําปฏิกิริยาทําใหเกิดการแขงขัน

กันขึ้น ในการทดสอบจะเคลือบจานชนิด 96 หลุมดวยแอนติบอดี แลวเติมแอนติเจนติดฉลากดวย

เอนไซมซึ่งจําเพาะตอแอนติบอดีที่เคลือบอยู พรอมกับเติมตัวอยางที่ตองการตรวจสอบหา

ปริมาณแอนติเจน หรือเติมพรอมกับแอนติเจนมาตรฐาน ซึ่งจําเพาะกับแอนติบอดีนั้นแตไมไดติด

ฉลากดวยเอนไซม หากมีแอนติเจนในตัวอยางจะเกิดการแยงจับกับแอนติบอดีที่พื้นผิวระหวาง

แอนติเจนกับแอนติเจนที่ติดฉลาก ทําใหแอนติเจนติดฉลากที่เติมลงไปสวนหนึ่งจับกับแอนติบอดี

ไดนอย แลวลางสวนที่ไมทําปฏิกิริยาออก เติมสับสเตรตของเอนไซมแลวนําไปวัดปริมาณสีที่

เกิดขึ้น การเปลี่ยนแปลงสีของสับสเตรตจะแปรผกผันกับปริมาณของแอนติเจนในตัวอยางที่

ตรวจสอบ  

ถาใชแอนติบอดีติดฉลากดวยเอนไซมในการตรวจวัดแอนติเจน จะทําการเคลือบ

จาน 96 หลุมดวยแอนติเจน แลวเติมแอนติบอดีติดฉลากดวยเอนไซมซึ่งจําเพาะตอแอนติเจนที่

เคลือบอยู พรอมกับเติมตัวอยางที่ตองการตรวจสอบหาปริมาณแอนติเจน หรือเติมพรอมกับ

แอนติเจนมาตรฐาน ซึ่งจําเพาะกับแอนติบอดีนั้นแตไมไดติดฉลากดวยเอนไซม แอนติบอดีที่ติด

ฉลากจะเกิดการแยงจับระหวางแอนติเจนในตัวอยางกับแอนติเจนที่เคลือบบนพื้นผิว แลวลาง

สวนที่ไมทําปฏิกิริยาออก เติมสับสเตรตของเอนไซมแลวนําไปวัดปริมาณสีที่เกิดขึ้น การ

เปลี่ยนแปลงสีของสับสเตรตจะแปรผกผันกับปริมาณของแอนติเจนในตัวอยางที่ตรวจสอบ 

นอกจากนี้สามารถเตรียมชุดตรวจสอบแบบ Competitive ELISA โดยอาศัยการ

จับกันระหวาง biotin และ streptavidin ซึ่งติดฉลากดวยเอนไซม โดยทําการเคลือบจาน 96 หลุม

ดวยแอนติเจน แลวเติมแอนติบอดีติดฉลากดวย biotin ซึ่งจําเพาะตอแอนติเจนที่เคลือบอยู พรอม

s 
P 

s 

P 

ลาง ลาง ลาง 

เคลือบพื้นผิวดวย

แอนติเจน 
เติมแอนติบอดีที่จําเพาะ       เติมแอนติบอดีตัวที่สอง 

ที่ติดฉลากกับเอนไซม 
เติมสับสเตรต 



18 

กับเติมตัวอยางที่ตองการตรวจสอบหาปริมาณแอนติเจน หรือเติมพรอมกับแอนติเจนมาตรฐาน 

ซึ่งจําเพาะกับแอนติบอดีนั้นแตไมไดติดฉลากดวย biotin แอนติบอดีที่ติดฉลากจะเกิดการแยงจับ

ระหวางแอนติเจนในตัวอยางกับแอนติเจนที่เคลือบบนพื้นผิว แลวลางสวนที่ไมทําปฏิกิริยาออก 

เติม streptavidin ซึ่งติดฉลากดวยเอนไซม แลวลางสวนที่ไมทําปฏิกิริยาออก เติมสับสเตรตของ

เอนไซมแลวนําไปวัดปริมาณสีที่เกิดขึ้น การเปลี่ยนแปลงสีของสับสเตรตจะแปรผกผันกับปริมาณ

ของแอนติเจนในตัวอยางที่ตรวจสอบ 
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 (ก) 

  

  

 

  

 

  

 

(ข) 

  

 

  

  

  

 

 

 

(ค) 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.8 หลกัการของ Competitive ELISA (ก) ใชแอนติเจนที่ติดฉลากดวย

เอนไซม (ข) ใชแอนติบอดีทีต่ิดฉลากดวยเอนไซม (ค) ใชแอนติบอดีที่ติดฉลากดวย biotin 

  (หมายเหต ุ       คือแอนติบอดี,        คือแอนติเจนเชื่อมโปรตีน,         คือแอนติเจนอิสระ 

คือแอนติบอดีตัวที่สองติดฉลากดวยเอนไซม,           คือแอนติบอดีติดฉลากดวย biotin 

          คือ streptavidin ที่ติดฉลากดวยเอนไซม ) 

s 

P 

s 

P 

ลาง ลาง 

เคลือบพื้นผิวดวย

แอนติบอดี 

เติมแอนติเจนที่ติดฉลากดวยเอนไซม

พรอมกับตัวอยางที่มีแอนติเจน 
เติมสับสเตรต 

เคลือบพื้นผิวดวย

แอนติเจน 

ลาง ลาง ลาง 

เติมสับสเตรต เติมแอนติบอดีพรอมกับ

ตัวอยางที่มีแอนติเจน 
เติมแอนติบอดีตัวที่สอง

ที่ติดฉลากดวยเอนไซม 

E 
 S 

B 

ลาง ลาง ลาง 

เคลือบพื้นผิวดวย

แอนติเจน 

B 

B 

เติมแอนติบอดีที่ติดฉลาก biotin  

พรอมตัวอยางที่มีแอนติเจน 

B 

E 
 S 

เติม streptavidin ที่ติด

ฉลากดวยเอนไซม  

B 

E 
 S 

เติมสับสเตรต 

 

s 

P 
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2.1.5.3 องคประกอบที่สําคญัของชุดตรวจ ELISA  

2.1.5.3.1 แอนติบอดี (Antibody) 

แอนติบอดีหรืออิมมูโนโกลบูลิน (Immunoglobulin; Ig) เปนไกลโค

โปรตีนในระบบภูมิคุมกันที่รางกายมนุษยหรือสัตวสรางขึ้น มีหนาที่ตรวจจับและทําลายฤทธิ์สิ่ง

แปลกปลอมตอรางกาย เชน แบคทีเรีย และไวรัส แอนติบอดีแตละชนิดจะจดจําโมเลกุลเปาหมาย

ที่จําเพาะของมันคือ แอนติเจน (Antigen) โดยแอนติบอดีจะจับแอนติเจนที่จําเพาะตอแอนติบอดี

ตรงบริเวณที่เรียกวาอิพิโทป (Epitope) ของแอนติเจน แอนติบอดีสรางจากเม็ดเลือดขาวชนิด    

บี-ลิมโฟไซตที่เปลี่ยนแปลงไปเพื่อทําหนาที่หลั่งแอนติบอดีเรียกวาพลาสมาเซลล (Plasma cell) 

แอนติบอดีที่หลั่งเขาสูระบบหมุนเวยีนโลหิตจะตรวจจับและสลายพิษ (Neutralization) แลวกําจัด

แอนติเจนออกจากรางกาย  สวนแอนติบอดีที่อยูบนผิวเซลลของบี-ลิมโฟไซตเปนตัวบงชี้

ความจําเพาะของบี-ลิมโฟไซต การทําปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนกับแอนติบอดีบนผิวเซลลเปน

การกระตุนใหโคลนของบี-ลิมโฟไซตที่จําเพาะตอแอนติเจนน้ันแบงเซลลเพิ่มจํานวน และหลั่ง

แอนติบอดีที่มีความจําเพาะเหมือนกับแอนติบอดีที่อยูบนผิวเซลล การเพิ่มปริมาณแอนติบอดีที่

สนใจสามารถทําไดโดยฉีดโปรตีนหรือเสนเพปไทด ซึ่งเราเรียกวาแอนติเจนเขาไปในสิ่งมีชีวิต เชน 

หนู กระตาย แพะ หรือ แกะ เปนตน แอนติเจนเปนสิ่งแปลกปลอมที่กระตุนระบบภูมิคุมกันได 

ตอมาระบบภูมิคุมกันดานสารน้ํา (Humoral immune system) ของสัตวเหลานี้ก็จะสราง

แอนติบอดีตอบสนองอยางจําเพาะตอแอนติเจนที่ฉีดเขาไป โครงสรางโมเลกุลของแอนติบอดีอยู

ในรูปตัววาย (Y shape) ประกอบดวยพอลิเพปไทด 82 – 96 เปอรเซ็นต และคารโบไฮเดรต 4 – 

18 เปอรเซ็นต แอนติบอดีสวนใหญอยูในเซรุมสวนแกมมาโกลบูลิน (Gamma globulin) ถานํา

ซีรัมของคนปกติมาแยกดวยกระแสไฟฟา (Electrophoresis) จะแบงโปรตีนออกไดเปน 5 สวน

ใหญ ๆ คือ แอลบูมิน และ โกลบูลินอีก 4 สวน คือ แอลฟา 1(α1), แอลฟา 2(α2), บีตา (β) และ 

แกมมา (γ) โครงสรางพื้นฐานของอิมมูโนโกลบูลิน 1 โมเลกุล (Monomer) แสดงในรูปที่ 2.9 

ประกอบดวยสายพอลิเพปไทด 4 สาย คือ heavy (H) chain 2 สายที่เหมือนกัน และ light (L) 

chain 2 สายที่เหมือนกัน เชื่อมตอกันดวยพันธะไดซัลไฟด (Disulfide bond) แรงยึดนี้สามารถ

แยกออกจากกันไดดวยสารเมอรแคปโทเอทานอล (Mercaptoethanol) ปลายขางหน่ึงของสาย

พอลิเพปไทด เรียก NH2 หรือ amino terminal สวนปลายอีกขางหนึ่งเรียกวา COOH หรือ 

carboxy terminal โดยทุกสายจะหันปลายขาง NH2 หรือ COOH ไปทางเดียวกัน โดยอาศัยความ

แตกตาง H chain สามารถแบงอิมมูโนโกลบูลิน ไดเปน 5 ไอโซไทป คือ IgG IgA IgM IgD และ 

IgE ตามลําดับ H chain ของอิมมูโนโกลบูลินแตละไอโซไทปมีความแตกตางกันในน้ําหนัก
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โมเลกุล สวนประกอบของคารโบไฮเดรต antigenic determinant คุณสมบัติทางชีวภาพ และการ

เคลื่อนที่เมื่อทําอิเล็กโทรฟอเรซิส เชนเดียวกันสามารถแบง L chain ออกไดเปน 2 type คือ 

kappa (k) และ lamda (λ) (สุทธิพันธ และคณะ, 2537) 

 

รูปที่ 2.9 โครงสรางพืน้ฐานของอิมมูโนโกลบูลิน 

2.1.5.3.1.1 พอลิโคลนอลแอนติบอดี (Polyclonal antibody) 

เปนแอนติบอดีที่รางกายสรางขึ้นเพื่อตอบสนองตอแอนติเจนโดย

สามารถทําปฏิกิริยาไดกับอิพิโทปหลายตําแหนงบนแอนติเจน เนื่องจากแอนติบอดีเหลานี้ถูก

สรางมาจากบี-ลิมโฟไซตและพลาสมาเซลล ซึ่งประกอบดวยแอนติบอดีตอหลายอิพิโทปของ

แอนติเจนรวมกันในเลือดของสัตวเปนพอลิโคลนอลแอนติบอดี สัตวที่นิยมใชในการผลิตพอลิ

โคลนอลแอนติบอดีมักเปนสัตวขนาดกลางถึงขนาดใหญ ไดแก กระตาย แพะ มา หมู เปนตน 

 

2.1.5.3.1.2 โมโนโคลนอลแอนติบอดี (Monoclonal antibody) 

โมโนโคลนอลแอนติบอดีคือ แอนติบอดีที่สรางจากกลุมเซลลพลาสมา 

ซึ่งกําเนิดมาจากบี-ลิมโฟไซตเซลลเดียว ทําใหทุกโมเลกุลของแอนติบอดีเหลานี้มีคุณสมบัติ

เหมือนกันทุกประการทั้งในดานความจําเพาะตออิพิโทปของแอนติเจน และในดานของ heavy 

chain และ light chain ของอิมมูโนโกลบูลิน ซึ่งเปนตัวกําหนดคุณสมบัติทางชีวภาพของ

แอนติบอดีชนิดนั้น ในภาวะปกติรางกายจะสรางโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลาย ๆ ชนิดรวมกัน   

ซึ่งเรียกวา พอลิโคลนอลแอนติบอดี สําหรับโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ใชกันอยางแพรหลายใน
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หองปฏิบัติการ และที่นําไปใชในการรักษาโรคเปนชนิดที่ผลิตขึ้นในหองทดลองดวยวิธีตาง ๆ กัน 

ที่สําคัญมี 2 วิธี คือ somatic hybridization ซึ่งเปนการหลอมรวมเซลล 2 เซลลเขาดวยกัน โดย

เซลลหนึ่งเปนเซลลที่สามารถสรางแอนติบอดีได อีกเซลลหนึ่งสามารถเพิ่มจํานวนไดอยางไม

หยุดยั้ง วิธีการนี้ทําใหไดกลุมเซลลลูกผสมที่เรียกวา ไฮบริโดมา (Hybridoma) ซึ่งปนกลุมเซลลที่

สามารถสรางแอนติบอดี และมีชีวิตยืนยาว (Immortalize) สามารถเพิ่มจํานวนไดไมมีสิ้นสุด สวน

อีกวิธีหนึ่งคือการใชเทคโนโลยีทางพันธุวศิวกรรมเพื่อแยกเอายีนอิมมูโนโกลบูลิน ออกมาดัดแปลง 

แลวนํากลับใสเขาไปในเซลลใหม เปนการดัดแปลงในระดับยีน ทําใหโมเลกุลแอนติบอดีมี

คุณสมบัติเปลี่ยนไปตามที่ตองการ โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตโดยวิธีนี้เรียกวา แอนติบอดีที่

ดัดแปลงพันธุกรรม (สุทธิพันธและคณะ, 2537) 

ชุดตรวจสอบสวนใหญนิยมใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีมากกวาพอลีโคลนอล

แอนติบอดี เนื่องจากวามีความจําเพาะมากกวา และสามารถควบคุมคุณภาพและปริมาณของ

แอนติบอดีที่ใชการผลิตชุดตรวจสอบได ซึ่งความแตกตางระหวางพอลีโคลนอลแอนติบอดีและ  

โมโนโคลนอลแอนติบอดีแบงไดเปน 4 ประการ คือ 

1. แหลงกําเนิดและวิธีการผลิต 

 โมโนโคลนอลแอนติบอดี ไมวาจะผลิตจากวิธี somatic hybridization 

หรือโดยวิธีทางพันธุวิศวกรรมก็ตาม ตองอาศัยเทคโนโลยีจําเพาะ และตองใชกระบวนการทาง

หองปฏิบัติการที่ซับซอน ซึ่งขั้นตอนเหลานี้มีคาใชจายสูงเมื่อเทียบกับการผลิตพอลิโคลนอล

แอนติบอดี ซึ่งผลิตโดยการกระตุนระบบภูมิคุมกันของคนหรือสัตวทดลองดวยแอนติเจน ใหสราง

แอนติบอดีที่ตองการออกมาในกระแสเลือด หลังจากนั้นจึงแยกแอนติบอดีออกจากซีรัม การผลิต

พอลิโคลนอลแอนติบอดี จึงมีคาใชจายนอยกวาและทําไดงายกวา อยางไรก็ตามพอลิโคลนอล

แอนติบอดีที่ผลิตในสัตวตางชนิดหรือแมแตในสัตวชนิดเดียวกันแตคนละตัวกันก็อาจได

แอนติบอดีที่แตกตางกันทั้งในดานปริมาณและคุณภาพ นอกจากนี้พอลิโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิต

ไดแตละครั้งจะมีปริมาณจํากัดและอาจตองใชคนหรือสัตวจํานวนมาก ดังนั้นในการผลิตจึงตองมี

วิธีการควบคุมคุณภาพของพอลิโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตขึ้นทุก ๆ คร้ัง สวนโมโนโคลนอล

แอนติบอดีนั้น สามารถผลิตไดอยางไมจํากัดในดานปริมาณและคุณภาพ เนื่องจากทั้งยีนและ

เซลลที่ผลิตแอนติบอดีนั้นจะถูกเก็บรักษาไวไดตลอดไป 
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2. ความจําเพาะตอแอนติเจน (Antigen specificity) 

 โมโนโคลนอลแอนติบอดีมีความจําเพาะตออิพิโทปชนิดใดชนิดหนึ่ง

เทานั้น ซึ่งอาจเปนอิพิโทปที่จําเพาะหรืออิพิโทปที่ทําใหเกิดปฏิกิริยาขาม (Cross-reactive 

epitope) ก็ได สวนพอลิโคลนอลแอนติบอดี ประกอบดวยแอนติบอดีหลาย ๆ ชนิด ท่ีแตละ

โมเลกุลมีความจําเพาะตออิพิโทปของตน ซึ่งทําใหพอลิโคลนอลแอนติบอดีมีความจําเพาะตอ

หลายอิพิโทปตาง ๆ กันบนโมเลกุลของแอนติเจน 

 

3. สัมพรรคภาพ (Affinity) และ อะวิดิตี (Avidity) ของแอนติบอดี 

 สัมพรรคภาพ คือ คาการจับกันระหวางแอนติเจนกับแอนติบอดีเพียง 1 

ตําแหนง (Binding site) และ อะวิดิตี คือ ผลรวมแตละตําแหนงของการจับกับระหวางแอนติเจน

กับแอนติบอดี ซึ่งสัมพรรคภาพและอะวิดิตี เปนคุณสมบัติภายในของแอนติบอดีแตละโมเลกุล 

กําหนดโดยลักษณะโครงสรางของสวนที่ใชจับกับแอนติเจนของโมเลกุลอิมมูโนโกลบูลิน ซึ่งก็คือ

สวนของบริเวณแปรผัน (Variable region) นั่นเอง สัมพรรคภาพเปนคุณลักษณะจําเพาะของ

แอนติบอดีแตละชนิดและเปนผลของขบวนการที่เกิดในธรรมชาติ โดยในระหวางพัฒนาการของบี 

ลิมโฟไซต จะมีการจัดเรียงตัวใหม (Rearrange) ของยีนอิมมูโนโกลบูลินในแบบตาง ๆ ทําใหเกิด

แอนติบอดีที่มีสัมพรรคภาพมากนอยตางกันได 

 ดังนั้นหากตองการสรางโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหมีสัมพรรคภาพดีมาก

นอยเพียงใดก็ข้ึนอยูกับวิธีการในการคัดเลือกเซลลตนกําเนิดของโมโนโคนอลแอนติบอดีนั้น 

นอกจากนี้ดวยวิธีทางพันธุวิศวกรรม ทําใหสามารถเปลี่ยนแปลงสัมพรรคภาพของแอนติบอดีนั้นๆ 

ได โดยการเปลี่ยนแปลงที่ระดับยีนของอิมมูโนโกลบูลิน ทําใหไดแอนติบอดีที่มีสัมพรรคภาพดีขึ้น

กวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีไดจากบี ลิมโฟไซต ที่สรางแอนติบอดีข้ึนเองตามธรรมชาติ สวน 

พอลิโคลนอลแอนติบอดีนั้นมีอะวิดิตีที่เปนผลรวมของสัมพรรคภาพของแอนติบอดีแตละโมเลกุล

ที่ประกอบกันขึ้นมาเปนพอลิโคลนอลแอนติบอดี ซึ่งก็มักอยูในระดับปานกลางถึงดี 

 

4. Effector function 

 Effector function คือคุณสมบัติที่จะถูกกําหนดดวยสวนบริเวณคงที่ 

(Constant region) ของ H chain เปนคุณสมบัติทางชีวภาพของแอนติบอดีแตละชนิด ไดแก 

ความสามารถในการกระตุนคอมพลีเมนต การจับกับที่รับสําหรับสวน Fc ของอิมมูโนโกลบูลินบน

ผิวเซลล เปนตน ซึ่งคุณสมบัติเหลานี้แตกตางกันไปในแตละไอโซไทปและสับคลาสของ         
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อิมมูโนโกลบูลินนั้น ๆ ซึ่งจะกําหนดคุณสมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดีแตละชนิด ใหมี

คุณสมบัติทางชีวภาพในดานตาง  ๆ แตกตางกัน  สวนพอลิโคลนอลแอนติบอดี มักจะมี

ความสามารถในดาน effector function ในระดับปานกลางถึงดีในทุกดานเนื่องจากอาศัย

คุณสมบัติของแอนติบอดีหลาย ๆ ชนิดมาเฉลี่ยกัน 

 

2.1.5.3.2 แอนติเจน 

แอนติเจนเปนปจจัยสําคัญที่กําหนดคุณสมบัติของชุดตรวจสอบทาง

วิทยาภูมิคุมกัน เนื่องจากในชุดตรวจโดยหลักการวิทยาภูมิคุมกันนั้นอาศัยปฏิกิริยาการจับกัน

แบบจําเพาะระหวางแอนติเจนกับแอนติบอดีเปนกลไกหลักในการตรวจ โดยแอนติเจนจะชักนําให

รางกายสรางแอนติบอดีและสามารถทําปฎิกิริยาจําเพาะเกิดเปนสารประกอบเชิงซอนกับ

แอนติบอดี แลวสามารถจดจําสารนั้นได ในชุดตรวจสอบที่ใชแอนติเจนขนาดเล็กที่เรียกวา     

แฮปเทน (Hapten) มักตองทําการเชื่อมตอเขากับสารที่มีโมเลกุลใหญกวา ในลักษณะของ 

hapten carrier conjugate เพื่อชักนําในการตอบสนองของระบบภูมิคุมกนัที่เรียกวาอิมมูโนเจน 

(Immunogen) นอกจากนี้การเชื่อมตอแอนติเจนกับสารที่มีโมเลกุลใหญกวา ชวยใหการเคลือบ

พื้นผิวบนจานหลุมชนิด 96 หลุมมีประสิทธิภาพมากขึ้น 

 

2.1.5.3.3 ระบบการตรวจวัดปฏิกิริยา 

ชุดตรวจโดยหลักการวิทยาภูมิคุมกันที่ใชในปจจุบัน อาศัยการทํา

ปฏิกิริยาจําเพาะระหวางแอนติเจนและแอนติบอดี ซึ่งสามารถตรวจสอบปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นโดย

อาศัยเอนไซมและสับสเตรต ที่ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงสีของปฏิกิริยา สวนใหญมักจะวัดสีที่

เกิดขึ้นโดยอานคาเปนการดูดกลืนแสง (Absorbance หรือ Optical Density; O.D.) ซึ่งคาการ

ดูดกลืนแสงจะมากหรือนอย สวนหนึ่งขึ้นอยูกบัชนิดเอนไซมและสับสเตรต 

 

 

2.1.5.3.3.1 เอนไซม 

เอนไซม เปนสารสําคัญที่ ใชในชุดตรวจโดยหลักการวิทยา

ภูมิคุมกัน เปนสวนของระบบการตรวจวัดปฏิกิริยา ใชโดยการเชื่อม (Conjugate) หรือติดฉลาก 

(Label) เอนไซมเขากับแอนติเจนหรือแอนติบอดีที่ใชเปนตรวจวัด เอนไซมที่นิยมใชกันมากในชุด

ตรวจสอบมี 2 ชนิด คือ Horseradish Peroxidase (HRP) และ Alkaline Phosphatase (AP) 
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เนื่องจากมีคุณสมบัติเหมาะสมกับชุดตรวจสอบเกือบทุกรูปแบบ นอกจากนี้อาจสามารถเพิ่มความ

แรงของสัญญาณการตรวจวัดปฏิกิริยาทําใหชุดตรวจมีความไวสูงขึ้น โดยอาศัยการจับกันระหวาง 

biotin และ streptavidin ซึ่งติดฉลากดวยเอนไซม เนื่องจากระบบของ biotin-streptavidin มี     

สัมพรรคภาพสูงกวาแอนติบอดีกับแอนติเจน 

 

2.1.5.3.3.2 สับสเตรต 

สับสเตรตแตละชนิดจะอานผลคาการดูดกลืนแสงที่ความยาว

คลื่นแตกตางกัน และการใชสับสเตรตขึ้นอยูกับเอนไซมที่ใชในการตรวจวัดดวย เชน เมื่อใช

เอนไซม horseradish peroxidase สับสเตรตที่ใช ไดแก ABTS (2,2’-azino-di-(3-

ethylbenzthiazoline-6-sulfonate)) อานผลที่คาการดูดกลืนแสง 415 นาโนเมตร, TMB 

(3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine) อานผลที่คาการดูดกลืนแสง 450 นาโนเมตร และ OPD (o-

phenylenediamine) อานผลที่คาการดูดกลืนแสง 492 นาโนเมตร สวนเอนไซม alkaline 

phosphatase สับสเตรตที่ใช ไดแก PNP (p-nitrophenyl phosphate) อานผลที่คาการดูดกลืน

แสง 405 นาโนเมตร, PMP (Phenolphthalein monophosphate) อานผลที่คาการดูดกลืนแสง 

550 นาโนเมตร และ 1NP (1-napthyl phosphate) อานผลที่คาการดูดกลืนแสง 405 นาโนเมตร

    

 

2.1.5.4 พื้นผิวสําหรับการยึดตรึง 

 

ชุดตรวจโดยหลักการวิทยาภูมิคุมกันที่ใชในปจจุบัน นิยมใชการเคลือบแอนติเจน

หรือแอนติบอดีเขากับพื้นผิวในรูปแบบของ solid phase โดยทั่วไปที่เปนมาตรฐานคือ จานชนิด 

96 หลุม หรือ microtitre plate หรือ 96 well-plate ซึ่งอาจอยูในรูปเพลทอันเดียวกันที่มี 96 หลุม

หรืออยูในรูปที่สามารถหักแบงเปนแถบๆ (Strip) แถบละ 8 หลุมจํานวน 12 แถบ หรือแถบละ 16 

หลุม จํานวน 6 แถบ 

 

 

 

 

 



26 

2.1.6 การประเมินประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบ 

ขอมูลสําคัญที่แสดงถึงประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบโดยวิธีทางดานวิทยา

ภูมิคุมกัน ประกอบดวย 3 สวน คือ 

1. ความไว (Sensitivity) บงบอกความสามารถที่จะตรวจพบสารในปริมาณ

ต่ําสุด (lower limit of detection; LOD) ที่สามารถวัดไดดวยชุดตรวจสอบนั้น  

2. ความแมนยํา (Precision) บงบอกความสามารถที่จะใหผลเหมือนกัน

เมื่อทดสอบหลายๆ คร้ัง โดยทั่วไปจะระบุเปน %CV (percent coefficient of variation) และ SD 

(standard deviation)  

3. ความถูกตอง (Accuracy) บงบอกความสามารถที่จะใหผลใกลเคียงกับ

คาจริงหรือคามาตรฐาน โดยทั่วไปจะระบุเปน %Recovery 

2.2 งานวิจัยที่เกี่ยวของ 
เนื่องจากการทราบระยะการเปนสัด และการตรวจยืนยันการตั้งทองที่ถูกตองจึงเปนสิ่ง

สําคัญมาก ซึ่งสามารถทําไดโดยการวัดระดับฮอรโมนโพรเจสเทอโรน ดวยวิธทีางเคมีหรือวิธีทาง

ภูมิคุมกันวิทยา จึงมีงานวิจัยที่ศึกษาการวัดโพรเจสเทอโรน ดังนี้ Munro และ Stabenfeldt (1984) 

ไดผลิตแอนติบอดีตอโพรเจสเทอโรน โดยทําการเชื่อมโพรเจสเทอโรนเขากับ bovine serum 

albumin (BSA) แลวฉีดเขากระตาย หลังจากนั้นนําพอลิโคลนอลแอนติบอดีที่ไดมาพัฒนาเปนชุด

ตรวจโดยวิธี ELISA แบบ competitive โดยใชโพรเจสเทอโรนติดฉลากกับเอนไซม horseradish 

peroxidase เปนตัวแขงขัน ซึ่งใหคา sensitivity limit ที่ระดับ 0.25 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตอมา

Romagnolo และ Nebe (1993) ไดทําการตรวจโพรเจสเทอโรนในน้ํานมกอนและหลังการตั้งครรภ 

จากวัว 82 ตัวในประเทศอิตาลี ดวยเทคนิค ELISA โดยเปรียบเทียบกับเทคนิค latex 

agglutination (LA) และเทคนิค RIA เมื่อตรวจสอบความถูกตอง (Accuracy) จากการวัดระดับ 

โพรเจสเทอโรนในวันที่ 19, 21 และ 23 หลังวันผสมเทียม ของวัวที่มีการตั้งครรภ พบวาเทคนิค 

ELISA มีความถูกตองเฉลี่ย 92.3%, เทคนิค LA มีความถูกตองเฉลี่ย 84.7% และเทคนิค RIA มี

ความถูกตองเฉลี่ย 78.5%เมื่อตรวจสอบความแมนยําโดยทํา inter-assay  พบวาเทคนิค ELISA มี

คาความแมนยํา 100% และเทคนิค LA มีคา 74.6 % ตามลําดับ จากนั้นวิไลวรรณและคณะ 

(2547) ไดทําการหาปริมาณโพรเจสเทอโรนในน้ํานมโคดวยเทคนิคเรดิโออิมมูโนเอสเสยที่

พัฒนาขึ้น โดยกองผลิตไอโซโทป สํานักงานพลังงานปรมาณูเพื่อสันติ เทคนิคที่ใชไดแกวิธี coated 

tubes ดวยแอนติบอดี โดยใชเวลาในการบมปฏิกิริยา 3 ชั่วโมง ชุดน้ํายาที่ผลิตไดมีความไวในการ

วิเคราะห 0.38 นาโนโมลตอลิตร มีความถูกตองและความแมนยําสูง และจากการวิเคราะห
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เปรียบเทียบกับวิธีอางอิง (FAO/IAEA method) พบวามีคาสัมประสิทธิ สหสัมพันธ (Correlation 

factor) เทากับ 0.9631 หลังจากนั้น Comin และคณะ (2005) ไดใชเทคนิค direct ELISA ในการ

ตรวจโพรเจสเทอโรนที่ปนเปอนในหางนม (Milk Whey) พบวาเทคนิคนี้สามารถนํามาตรวจ

วิเคราะหโพรเจสเทอโรนที่ปนเปอนไดระหวาง 0.05 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ถึง 2 นาโนกรัมตอ

มิลลิลิตร ซึ่งใหคา sensitivity limit ที่ระดับ 1.5 พิโคกรัมตอมิลลิลิตร เมื่อตรวจสอบความแมนยํา

โดยทํา intra และ inter-assay พบวามีคาสัมประสิทธิ์ความแปรปรวนเทากับ 8% และ 12% 

ตามลําดับ ในปตอมา Anupam และคณะ (2006) ไดทําการตรวจโพรเจสเทอโรนในซีรัม โดยอาศัย

เทคนิค ELISA ในการตรวจวัด ซึ่งไดมีการทดสอบการเชื่อมตอโพรเจสเทอโรนกับเอนไซมชนิด

ตางๆ  และเชื่อมตอโพรเจสเทอโรนกับโปรตีนชนิดตางๆ  เพื่อมาพัฒนาชุดตรวจสอบที่มี

ประสิทธิภาพสูง ผลการทดลองพบวาโพรเจสเทอโรนเชื่อมตอกับ เอนไซม alkalinephosphatase 

และ โพรเจสเทอโรนเชื่อมตอกับ BSA ดีที่สุด ซึ่งใหคา sensitivity limit ที่ระดับ 0.11 นาโนกรัมตอ

มิลลิลิตร เมื่อตรวจสอบความแมนยําโดยทํา intra-assay และ inter-assay พบวามีคาสัมประสิทธิ์

ความแปรปรวนเทากับ 5.1% และ 9.6% ตามลําดับ 

เนื่องจากในประเทศไทยยังไมมีการพัฒนาชุดตรวจโพรเจสเทอโรนโดยใชเทคนิคเอนไซม

ลิงคอิมมูโนซอรเบนตแอสเสย จึงตองทําการสั่งซื้อจากตางประเทศ ซึ่งมีราคาสูง ดังนั้นงานวิจัยนี้

จึงมีจุดประสงคที่จะพัฒนาชุดตรวจโพรเจสเทอโรน โดยใชเทคนิคเอนไซมลิงคอิมมูโนซอรเบนต

แอสเสย ซึ่งใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจากการพัฒนาของสถาบันเทคโนโลยีชีวภาพและ

วิศวกรรมพันธุศาสตร (สุปรีชา, 2548) ที่มีความจําเพาะตอโพรเจสเทอโรนสูง จากการกระตุนหนู

ดวยโพรเจสเทอโรนที่เชื่อมกับ BSA (Bovine serum albumin) โดยแอนติบอดีที่ไดสามารถวัด

ปริมาณโพรเจสเทอโรนไดต่ําสุด (Lower limit of detection; LOD) เทากับ 0.13 นาโนกรัมตอ

มิลลิลิตร โมโนโคนอลแอนติบอดีที่ไดมีไอโซไทปเปน IgG2a จึงนํามาเตรียมชุดตรวจสอบ            

โพรเจสเทอโรนดวยเทคนิค ELISA เพื่อใหไดชุดตรวจสอบที่มีประสิทธิภาพสําหรับการตรวจ

วิเคราะหโพรเจสเทอโรนตอไป 
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บทที่ 3 
 

อุปกรณและวิธีดําเนินการวิจัย 

3.1 เซลลทีใ่ชในงานวิจยั 
เซลลไฮบริโดมาผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอโพรเจสเทอโรน พฒันาจากหนวย

ปฏิบัติการวิจยัการผลิตแอนติบอดี สถาบันเทคโนโลยชีีวภาพและวศิวกรรมพนัธศุาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

     
3.2 เครื่องมือและอุปกรณที่ใชในงานวิจัย 
ตารางที่ 3.1 เครื่องมือและอุปกรณที่ใชในงานวิจยั 

วัสดุอุปกรณ แหลงที่มา 

1. เครื่องมือ  

- กลองจุลทรรศนชนิดหัวกลบั (Inverted    

   microscope)  

Nikon Corporation, Japan 
 

- เครื่องกําเนิดเสียงความถี่สูง (Ultrasonicator) D.S.C. group Co.,Ltd, Taiwan 

- เครื่องกวนแมเหล็ก (Magnetic stirrer) Corning, USA 

- เครื่องชั่ง (Electronic balance)  Mettler Toledo Co., Ltd., Switzerland 

- เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสงสําหรับไตเตอร

เพลท (Multi-detection microplate reader)  

BIO-TEK® Instruments, Inc, USA 
 

- เครื่องวัดความเปนกรดเบส (pH meter)  Mettler Toledo Co., Ltd., Switzerland 

- เครื่องปนเหวี่ยงชนิดตั้งโตะ (Top bench     

  centrifuge)  

M.S.E. Ltd, England 

- เครื่อง Microtiterplate reader Titertek multiskan, Finland 

- ตูบมบรรยากาศคารบอนไดออกไซด Yamato Scientific Co.,Ltd., Japan 

- ตูปลอดเชื้อ (laminar flow)   Scientific Supply Co., Ltd., Thailand  

 - ปเปตตอัตโนมัต ิ Gilson, France 

- อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (water bath) Memmert, Germany 
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วัสดุอุปกรณ แหลงที่มา 

3. อุปกรณตางๆ 

     - กระบอกฉีดยาขนาด 1 และ 5 มิลลิลิตร 

     - ขวดแกว 

     - ขวดเลี้ยงเซลลขนาด 10 และ 250 

มิลลิลิตร 

     - เข็มฉีดยาขนาด 18G และ 21G 

     - จานทดสอบ ELISA ชนดิ 96 หลุม 

     - ชุดเพาะเลี้ยงเซลลพรอมเครื่องกวน 

(Spinner culture vessel and biological 

stirrer)       ขนาด 1 ลิตร 

     - ปเปตตแกว ขนาด 10 มิลลิลิตร 

     - หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร  

     - หลอดปนเหวีย่งขนาด 50 มิลลิลิตร  

 

 

Nipro, Thailand 

Boro, Germany 

Nunc, Denmark 

Nipro, Thailand 

Nunc, Denmark 

Techne, USA 

 

 

HBG, Germany 

Axygen, USA 

Nunc, Denmark 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



30 

3.3 สารเคมีที่ใชในงานวิจัย  

ตารางที่ 3.2 สารเคมีที่ใชในงานวิจัย 

 

 

สารเคมีทีใ่ชในการวิจยั ลักษณะการใชงาน แหลงที่มา 

1. Acetonitrile เฟสเคลื่อนที่ใน HPLC Sigma-Aldrich, USA 

2. Aldosterone ทดสอบปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 

3. Aminohexanoyl-Biotin-N-

Hydroxysuccinimide 
เชื่อมตอกับแอนติบอดี Zymed, USA 

4.  Ammoniumpersulfate (APS) 
เตรียมเจลในเทคนิค SDS 

PAGE 
Sigma-Aldrich, USA 

5. BCA protein assay kit  วิเคราะหปริมาณโปรตีน Sigma-Aldrich, USA 

6. Bovine serum albumin 
โปรตีนมาตรฐานและใชเชื่อม

กับโพรเจสเทอโรน 
Sigma-Aldrich, USA 

7. Bromophenol blue เตรียมตัวอยาง SDS-PAGE Sigma-Aldrich, USA 

8. Cholesterol ทดสอบปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 

9. Citric acid เตรียมสารละลายบัฟเฟอร Merck, Germany 

10. Clenbuterol ทดสอบปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 

11.Coomassie Brilliant blue R-250 ยอมเจล SDS-PAGE Pierce, USA 

12. Corticosterone ทดสอบปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 
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ตารางที่ 3.2 สารเคมีที่ใชในการวิจัย (ตอ) 

สารเคมีทีใ่ชในการวิจยั ลักษณะการใชงาน แหลงที่มา 

13. Diethyl ether สกัดตัวอยางจากซีรัม Sigma-Aldrich, USA 

14. Dimethyl sulfoxide เตรียมอาหารเก็บเซลล Fluka, Switzerland 

15. Disodium 

hydrogenphosphate 

สวนประกอบของ 

สารละลายบฟัเฟอร 
Carloerba, USA 

16. Enrofloxacin ทดสอบปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 

17. Estradiol ทดสอบปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 

18. 1-Ethy-3-(3-dimethylamino 

propyl) carbodiimide (EDC) 
สารเชื่อมตอ Sigma-Aldrich, USA 

19. Ethanol ตัวทําละลาย BDH, England 

20. Fetal calf serum (FCS) 
สวนประกอบของ 

อาหารเลีย้งเซลล 
Invitromex, USA 

21. Hydrogen peroxide เตรียมสับสเตรต Fluka, Switzerland 

22. Hydrochloric acid 
สวนประกอบของ 

สารละลายบฟัเฟอร 
Sigma-Aldrich, USA 

23. L-Glutamine 
สวนประกอบของ 

อาหารเลีย้งเซลล 
Sigma-Aldrich, USA 
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ตารางที่ 3.2 สารเคมีที่ใชในการวิจัย (ตอ) 

สารเคมีทีใ่ชในการวิจยั ลักษณะการใชงาน แหลงที่มา 

24. N-Hydroxysuccinimide 

(NHS) 
สารเชื่อมตอ Fluka, china 

25. Norfloxacin ทดสอบปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 

26. O-Phenylenediamine สารตั้งตนของปฏิกิริยา Abkem Iberia S.L., Spain 

27. Penicllin G ทดสอบปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 

28. Peroxidase-Goat Anti-

Mouse IgG (Gamma chain 

Specific) 

ทดสอบ ELISA Zymed, USA 

29. Progesterone 
เปนแฮปเทนและ 

ทดสอบปฏิกิริยาขาม 
Sigma-Aldrich, USA 

30. Progesterone-3-(O-

carboymethyl)oxime (P-3cmo) เชื่อมตอกับโปรตีน BSA Sigma-Aldrich, USA 

31. Progesterone-17α hydroxy ทดสอบปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 

32. RPMI 1640 medium  อาหารเลีย้งเซลล Biochrom  AG, Germany 

33. Salbutamol  ทดสอบปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 

34. Sodium bicarbonate 
สวนประกอบของ 

สารละลายบฟัเฟอร 
Sigma-Aldrich, USA 

35. Sodium carbonate เตรียมอาหารเลี้ยงเซลล Merck, Germany 
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ตารางที่ 3.2 สารเคมีที่ใชในการวิจัย (ตอ) 

 

สารเคมีทีใ่ชในการวิจยั ลักษณะการใชงาน แหลงที่มา 

36. Sodium chloride 
สวนประกอบของ 

สารละลายบฟัเฟอร 
Merck, Germany 

37. Sodium dihydrogen 

phosphate 

สวนประกอบของ 

สารละลายบฟัเฟอร 
Carlo erba, USA 

38. Sodium dodecyl sulphate 

(SDS) 

เตรียมเจลในเทคนิค  

SDS-PAGE 
Sigma-Aldrich, USA 

39. Streptomycin ทดสอบปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 

40. Sulfuric acid หยุดปฏิกิริยาของเอนไซม Merck, Germany 

41.Testosterone ทดสอบปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 

42. Tetracyclin ทดสอบปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 

43. 3,3’,5,5’- 

tetramethylbenzidine (TMB) 
สารทําใหเกิดสีของปฏิกิริยา Sigma-Aldrich, USA 

44. Tween 20 
สารลดแรงตึงผิว 

สําหรับลางจานหลุม 

 

Sigma-Aldrich, USA 

46. Tris (hydroxymethyl) 

aminomethane 

สวนประกอบของ 

สารละลายบฟัเฟอร 
Merck, Germany 
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3.4 ขั้นตอนการดําเนินงานวจิัย 
3.4.1 การเลี้ยงเซลลไฮบรโิดมา  

3.4.1.1 การนาํเซลลไฮบริโดมาที่เก็บเปนระยะเวลานานมาเลี้ยง 

นําหลอดที่เก็บเซลลไฮบริโดมาที่มีความจําเพาะตอโพรเจสเทอโรน รหัสโคลน 

3/C9-F4, 3/D7-F4, 3/F7-F4, และ 5/G7-F4 (สุปรีชา, 2549) ออกมา จากการเก็บใน

ไนโตรเจนเหลว หรือตูแชเยือกแข็ง -70 องศาเซลเซียส นํามาละลายในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิที่ 

37  องศาเซลเซียส ทันที เมื่อน้ํายาแชแข็งในหลอดละลายหมด จึงถายเซลลลงหลอดที่มีอาหาร

เลี้ยงเซลล RPMI 1640 (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร แลวนําไปปนเหวี่ยงใหเซลล

ตกตะกอนที่ความเร็ว 1500 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที ดูดอาหารเลี้ยงเซลลที่อยูดานบนทิ้ง เพื่อ

ลางน้ํายาแชแข็งออกจากเซลล จากนั้นนําเซลลไปเล้ียงในอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ที่มี FCS 

20 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ในขวดเลี้ยงเซลลขนาด 10 มิลลิลิตร เลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

ในตูเพาะเลี้ยงเซลลควบคุมระดับคารบอนไดออกไซดที่ 5 เปอรเซ็นต เลี้ยงไวประมาณ 2-3 วัน เมื่อ

เซลลเจริญเต็มขวด จึงทําการถายเซลลลงในอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ที่มี fetal calf serum 

(FCS) 10 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร โดยแบงใสในขวดเลี้ยงเซลลขนาด 10 มิลลิลิตร 2 ขวด เพื่อ

นําไปเลี้ยงเพิ่มจํานวนแอนติบอดีตอไป และอีกสวนนําไปเก็บอยางถาวรในไนโตรเจนเหลว 
 
3.4.1.2 การเก็บเซลลไฮบริโดมาเปนระยะเวลานาน 

นําเซลลไฮบริโดมาที่ไดจากขอ 3.4.1.1 ซึ่งเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ที่

มี FCS 10 เปอรเซ็นต โดยปริมาตร มาปนเหวี่ยงใหเซลลตกตะกอนที่ความเร็ว 1500 รอบตอนาที 

เปนเวลา 5 นาที จากนั้นดูดอาหารเลี้ยงเซลลที่อยูดานบนทิ้ง แลวเติมอาหารเลี้ยงเซลลที่มี 

Dimethyl sulfoxide (DMSO) 10 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรผสมอยู ขณะเย็น ลงไป 1 มิลลิลิตร ใชป

เปตเปาขึ้นลงเบาๆ จนเซลลเขากันดีกับน้ํายาแชแข็งเซลล จากนั้นถายเซลลลงในหลอดแชแข็ง

ขนาด 1.5 มิลลิลิตร นําไปเก็บที่อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง จากนั้นจึงยายไปเก็บ

ในไนโตรเจนเหลวที่อุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส ซึ่ง DMSO จะทําหนาที่ปองกันการเกิดผลึกอัน

จะสงผลใหเซลลเกิดความเสียหายระหวางการแชเย็น  
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3.4.1.3 การคัดเลือกเซลลไฮบริโดมาที่ผลิตแอนติบอดีที่มีความไวสูงตอ              

โพรเจสเทอโรน 

นําอาหารจากการเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาที่มีความจําเพาะตอโพรเจสเทอโรนจาก

ขอ 3.4.1.1 ที่มีรหัสโคลน 3/C9-F4, 3/D7-F4, 3/F7-F4, และ 5/G7-F4 มาทดสอบความจําเพาะ

และความไวตอ     โพรเจสเทอโรน โดยวิธี Indirect ELISA เร่ิมจากการเคลือบหลุมของจาน 96 

หลุมดวยโพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอกับ BSA ความเขมขน 2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร หลุมละ 100 

ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12-16 ชั่วโมง ลางดวย PBS ที่มี 0.05% 

Tween (PBST) 3 คร้ัง เติมสารละลายนมพรองมันเนย 5% หลุมละ 300 ไมโครลิตร บมที่ 37 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นนํามาลางดวย PBST 3 ครั้ง นําอาหารจากการเลี้ยง

เซลลไฮบริโดมาทั้ง 4 โคลน มาเจือจางดวย PBS ในอัตราสวน 1:5 – 1:400 แลวเติมลงในหลุมๆ

ละ 100 ไมโครลิตร นําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง จากนั้นนํามาลางดวย PBST 3 

คร้ัง เติมแอนติบอดีทุติยภูมิที่จําเพาะตอแอนติบอดีของหนูไมซที่มี HRP เชื่อมอยู (HPR-labelled 

goat anti-mouse IgG) ที่เจือจางดวย PBS ในอัตราสวน 1:5,000 ลงไปในหลุมๆละ 100 

ไมโครลิตร แลวนําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง ลางดวย PBST จํานวน 3 คร้ัง 

จากนั้นนํามาเติมสารละลายสับสเตรตของเอนไซม ซึ่งประกอบดวย TMB เขมขน 0.1 มิลลิกรัม

ตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และ H2O2 เขมขน 30 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ปริมาตร 3.4 

ไมโครลิตร ละลายใน 0.1 M sodium acetate buffer (pH 6) ปริมาตร 9.9 มิลลิลิตร หลุมละ 100 

ไมโครลิตร บมในที่มืดอุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที เติม 1 M H2SO4 หลุมละ 100 ไมโครลิตร 

เพื่อหยุดปฏิกิริยาเอนไซม แลวนําไปวัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ดวย

เครื่อง ELISA microplate reader แลวคํานวณหาคา IC50 และ LOD ดวยโปรแกรมสําเร็จรูป 

GraphPad Prism 4.03 เพื่อเปรียบเทียบความไวของแอนติบอดีจากทั้ง 4 โคลนดังกลาว แลว

คัดเลือกเซลลไฮบริโดมาโคลนที่มีความไวสูงสุดโดยใหคา IC50 และ LOD ต่ําที่สุด มาเพิ่มจํานวน

แอนติบอดีตอไป 

 

3.4.1.4 การเลี้ยงเซลลและการเพิ่มจํานวนเซลลในภาชนะเลี้ยงเซลล 

นําเซลลไฮบริโดมาโคลนที่ผลิตแอนติบอดีที่มีความไวสูงสุดที่ไดจากขอ 3.4.1.3 มา

เล้ียงเพิ่มจํานวนในอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ที่มี FCS 10 เปอรเซ็นต โดยปริมาตร ในขวด

เลี้ยงเซลลปริมาตร 10 มิลลิลิตร เล้ียงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในตูเพาะเลี้ยงเซลลควบคุม

ระดับคารบอนไดออกไซดที่ 5 เปอรเซ็นต เปนเวลา 2 วัน จากนั้นถายลงภาชนะปริมาตร 50 
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มิลลิลิตร เลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในตูเพาะเลี้ยงเซลลควบคุมระดับคารบอนไดออกไซด

ที่ 5 เปอรเซ็นต เปนเวลา 2 วัน แลวทําการยายเซลลลงขวดเลี้ยงเซลลที่มีการปนกวนขนาด 1 ลิตร 

ปริมาตร 600 มิลลิลิตร ปนกวนดวยความเร็ว 20 รอบตอนาที เลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

ในตูเพาะเลี้ยงเซลลควบคุมระดับคารบอนไดออกไซดที่ 5 เปอรเซ็นต เล้ียงเซลลเปนเวลา 7-10 วัน 

จนกระทั่งไดปริมาณแอนติบอดีมากพอ จากนั้นจึงแบงใสหลอดนําไปปนเหวี่ยงใหเซลลตกตะกอน

ที่ความเร็ว 1500 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที แลวแยกสวนของเซลลที่ตกตะกอนทิ้งไป เก็บสวน

ของอาหารเลี้ยงเซลลซึ่งมีแอนติบอดีไว เพื่อนําแอนติบอดีที่ไดไปทําใหบริสุทธิ์ตอไป 
 

3.4.2 การเตรียมสารเชื่อมตอระหวางโพรเจสเทอโรนกับ BSA  
3.4.2.1 การเชื่อมตอโพรเจสเทอโรนกับ BSA (Hong และ Myung, 2002) 

เนื่องจากโพรเจสเทอโรนเปนสารที่มีโมเลกุลขนาดเล็กมีคุณสมบัติเปนแฮปเทน 

(hapten) ไมสามารถกระตุนการสรางแอนติบอดีและใชในการเคลือบจาน 96 หลุมที่ผลิตจาก

พลาสติกได ตองมีการเชื่อมแฮปเทนกับสารโมเลกุลใหญเชน โปรตีน  จึงทําการเชื่อมตอโพรเจส

เทอโรนกับ BSA โดยใช NHS และ EDC เปนสารเชื่อมตอ (coupling agent) โดยเริ่มจากการนํา

โพรเจสเทอโรน        คารบอกซีเมทิลออกไซม (P3cmo) 8 มิลลิกรัม NHS 6 มิลลิกรัม และ EDC 6 

มิลลิกรัม ละลายใน DMF 1 มิลลิลิตร เขยาชา ๆ เปนเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นเติมสารละลาย BSA 8 

มิลลิกรัม ใน 0.5 M carbonate buffer pH 9.6 ปริมาตร 4 มิลลิลิตร ลงไปทีละหยด กวนเบา ๆ ที่

อุณหภูมิหอง 2 ชั่วโมงแลวจึงนําไป ไดแอไลซดวย PBS ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยเปลี่ยน 

PBS 5 คร้ัง ทุกๆ 6 ชั่วโมง  

 

3.4.2.2 การวัดปริมาณโปรตีนของโพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอกับ BSA  

ทําการหาวิเคราะหปริมาณโปรตีนของ BSA ที่เชื่อมตอกับโพรเจสเทอโรนคาร

บอกซีเมทิลออกไซม (Bicinchoninic Acid Assay (BCA assay) โดยใชชุดทดสอบ BCATM 

Protein Assay Kit (PIERCE) เร่ิมจากเตรียม Working reagent ดวยการผสมรีเอเจนต A กับ รีเอ

เจนต B ในอัตราสวน 50:1 จากนั้นเตรียมสารมาตรฐาน BSA เจือจางที่ความเขมขน 0-1000 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และสารตัวอยาง (โพรเจสเทอโรนเชื่อมตอกับ BSA) โดยทําการเจือจางดวย 

PBS ซึ่งสารมาตรฐาน และสารตัวอยางเจือจางที่ความเจือจาง 2, 4, และ 8 เทา แลวเติมสาร

มาตรฐานและสารตัวอยางแตละความเขมขนลงในจานชนิด 96 หลุม หลุมละ 25 ไมโครลิตร เติม 

Working reagent ลงไปในหลุมที่มีสารมาตรฐานและสารตัวอยาง หลุมละ 200 ไมโครลิตร เขยา

จานชนิด 96 หลุมเบาๆ ประมาณ 30 วินาที กอนนําไปเขาตูบม 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 
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นาที จากนั้นนํา จานชนิด 96 หลุมออกมาวางไวใหเย็นลงที่อุณหภูมิหอง แลวนําไปวัดคาดูดกลืน

แสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร ดวยเครื่อง ELISA microplate reader 

  

3.4.2.3 การหาเปอรเซนตการจับของโพรเจสเทอโรนตอ BSA  

เนื่องจากในการเชื่อมตอกันระหวาง BSA กับโพรเจสเทอโรน  เปนการจับกัน

ระหวางหมูคารบอกซี (carboxylic group) ของโพรเจสเทอโรนและ หมูเอมีน (amino group) ของ 

BSA  ดังนั้นจึงสามารถวัดปริมาณหมูเอมีนของ BSA  ที่ไมจับกับโพรเจสเทอโรนไดโดยใชวิธี 

2,4,6-Trinitrobenzene Sulfonic Acid (TNBS) โดยมีวิธีการดังนี้ ละลาย BSA และ สารโพรเจส

เทอโรนที่เชื่อมตอกับ BSA ใหมีความเขมขน 250  และ 500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ใน sodium 

bicarbonate buffer ความเขมขน 0.1 M, pH 8.5  เติมสารละลายปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงใน

จานชนิด 96 หลุม  แลวเติมสารละลาย TNBS ความเขมขน 0.5% (w/v) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร   

เขยาใหเขากัน บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นเติมสารละลาย Sodium 

Dodecyl Sulfate (SDS) ความเขมขน 10% (w/v) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร และสารละลาย HCl 

ความเขมขน 1 N ปริมาตร 50 ไมโครลิตร แลวนําไปวัดการดูดกลืนแสง ดวยเครื่อง 

microtiterplate reader ที่ความยาวคลื่น 335 นาโนเมตร คํานวณหาเปอรเซ็นตการจับกันระหวาง

โพรเจสเทอโรนตอ BSA จากคาการดูดกลืนแสงที่ลดลงของ BSA ที่มีโพรเจสเทอโรนจับ จากคา

การดูดกลืนแสงของ BSA ในรูปอิสระ 

 
3.4.3 การทําแอนติบอดีใหบริสุทธิ์  

3.4.3.1 การทําแอนติบอดีใหบริสุทธิ์โดยวิธี protein A affinity chromatography  

        เนื่องจากแอนติบอดีที่ไดจากรหัสโคลน 5/G7-F4 มีไอโซไทป IgG2a ซึ่งมีสัมพรรค

ภาพสูงกับโปรตีน เอ (โปรตีน เอ 1 โมเลกุล สามารถจับกับแอนติบอดีได 2 โมเลกุล) จึงเลือกใช

คอลัมนโปรตีน เอ เซฟาโรส (protein A sepharose) ในการทําแอนติบอดีใหบริสุทธิ์ โดยอาศัย

หลักการจับกันของแอนติบอดีกับ โปรตีน  เอ  ซึ่ ง เปนส วนประกอบในผนั ง เซลลของ 

Staphylococcus aureus สามารถเกิดอันตรกิริยากับแอนติบอดีไดโดยมีสัมพรรคภาพสูงที่คา pH  

8.0  เมื่อคา pH ต่ําลง อันตรกิริยาระหวางโปรตีน เอ กับแอนติบอดีจะมีสัมพรรคภาพต่ําลง จึง

สามารถแยกแอนติบอดีออกไดโดยมีวิธีการทําดังนี้ 

  โดยนําโปรตีน เอ เซฟาโรส 0.5 กรัม มาทําใหพองตัว โดยแชใน PBS 5 มิลลิลิตร 

เปนเวลา 1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิหอง แลวนําไปใสคอลัมน ปรับคอลัมนใหอยูในสภาพสมดุลโดยเติม 
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0.1 M phosphate buffer, pH 8 ปริมาตร  5 เทาของคอลัมน ลงในคอลัมนโปรตีน เอ เซฟาโรส 

ปรับ pH ของอาหารเลี้ยงเซลลที่ไดจากขอ 3.4.1.4 ใหเทากับ 8.1 โดยใช 1 M Tris buffer, pH 9.0  

แลวเติมลงในคอลัมนโดยใหมีอัตราการไหลเทากับ 1 มิลลิลิตรตอนาที ลางคอลัมนดวย 0.1 M 

phosphate buffer, pH 8.0 ปริมาตร  5 เทาของคอลัมน  จากนั้นจึงชะแอนติบอดีออกโดยใช 0.1 

M citrate buffer, pH 3.0  ปริมาตร  3 เทาของคอลัมน ใหมีอัตราการไหลเทากับ 1 มิลลิลิตรตอ

นาที พรอมกับเก็บสารละลายที่ออกจากคอลัมนใสหลอดทดลอง หลอดละ 1 มิลลิลิตร และปรับ 

pH สารละลายในหลอดทดลองใหเปน 7.4 โดยใช 1 M Tris buffer, pH 9.0 ปรับคอลัมนใหอยูใน

สภาพสมดุลโดยเติม 0.1 M phosphate buffer, pH 8.0 ปริมาตร  5 เทาของคอลัมน หลังจากนั้น

นําสารละลายในหลอดทดลองแตละหลอดไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร ดวยเครื่อง

สเปกโตรโฟโตมิเตอร แลวเก็บสารละลายในหลอดที่ใหคาการดูดกลืนแสงสูงมารวมกันนําไปได

แอไลซดวย PBS ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสโดยเปลี่ยน PBS 5 คร้ัง ทุก ๆ 6 ชั่วโมง (Hudson 

และ Hay, 1980) 

 

3.4.3.2 การหาปริมาณแอนติบอดีโดยการวัดคาการดูดกลืนแสง 

 หาปริมาณแอนติบอดีตามวธิีของ  Johnstone และ Thrope (1987) โดยนํา

สารละลายที่ไดแอไลซแลวไปวัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร คํานวณหา

ปริมาณแอนตบิอดีจากสูตร 

  

  ความเขมขนของแอนติบอดี (IgG)(มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) = คาการดูดกลืนแสงที ่280 นาโนเมตร 

                                                                                            extinction coefficient ของ IgG   

 

หมายเหต ุ   คา extinction coefficient ของสารละลาย IgG 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ที่ความยาว

คลื่น 280 นาโนเมตร มีคา 1.35 (Johnstone และ Thrope, 1987) 

 

3.4.3.3 การวัดปริมาณโปรตีนดวยวิธี BCA 

 ทําการหาปริมาณโปรตีนของแอนติบอดีดวยการใชชุดทดสอบ BCATM Protein 

Assay  Kit เชนเดียวกันกับในการทดลองที่ 3.4.2.1 โดยเจือจางแอนติบอดีที่ผานการทําใหบริสุทธิ์

แลวที่อัตราการเจือจาง 2, 4 และ 8 เทา แลววิเคราะหปริมาณโปรตีนเทียบกับสารมาตรฐาน BSA  
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3.4.3.4 การหาปริมาณแอนติบอดีดวยวิธี ELISA 

นําแอนติบอดีที่ทําใหบริสุทธิ์แลว มาเจือจางใหมีปริมาณ IgG เขมขน 0-100          

นาโนกรัมตอมิลลิลิตร (จาก 3.4.3.2) ทําปฏิกิริยากับแอนติเจนโดยวิธี Indirect ELISA สรางกราฟ

มาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของแอนติบอดีที่ไดกับคาการดูดกลืนแสงที่ 

450 นาโนเมตร จากน้ันหาปริมาณแอนติบอดีในอาหารที่ไดจากการเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาโดย

เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานที่ได 

 

3.4.3.5 การหามวลโมเลกุลของแอนติบอดีหลังจากทําใหบริสุทธิ์ดวยเทคนิค 

SDS-PAGE  

การหามวลโมเลกุลของแอนติบอดีหลังจากทําใหบริสุทธิ์แลวนิยมใชเทคนิค SDS-

PAGE (SDS-Polyacrylamide Gel Electrophoresis) ซึ่งมีหลักการคือ ใชสนามไฟฟาแยก

โปรตีนผาน polyacrylamide ซึ่งมีรูพรุนขนาดตางๆ กัน เปนผลใหเกิด sieving properties โดย

โปรตีนจะทําปฏิกิริยากับ 2-Mecaptoethanol (2-ME) ทําใหพันธะไดซัลไฟดแตกออก และโปรตีน

ถูกทําใหมีประจุเปนลบโดย SDS ทําใหโปรตีนที่มีขนาดตางกัน จะมีการเคลื่อนตัวที่ไมเทากัน ตัว

เล็กจะเคลื่อนที่ไปไดระยะทางไกลกวา เมื่อทํา electrophoresis เสรจ็แลวจะนําเจลมายอมสีหา

แถบโปรตีน เมื่อทําเทียบกับโปรตีนที่รูขนาดแนนอน ทําใหทราบน้ําหนักโมเลกุลของตัวอยางได 

เมื่อเปรียบเทียบกับระยะทางการเคลื่อนที่ของโปรตีนมาตรฐานที่ทราบมวลโมเลกุลจะทําใหทราบ

ถึงขนาดของหนวยยอยของสายพอลิเปปไทดของแอนติบอดีที่ได (คูมือปฏิบัติการภูมิคุมกันวิทยา 

322 หนา 49-53) 

              ในการเตรียมเจลเพื่อใชแยกแอนติบอดี จะเตรียม 10% separating gel (แสดง

ในภาคผนวก ข) ดวย Miniprotean II Dual Slab Cell (Bio-Rad) โดยมีความกวาง 5 เซนติเมตร 

ยาว 8 เซนติเมตร และหนา 1.5 มิลลิเมตร เติมน้ําที่ผานการฆาเชื้อดวยความรอน ขางละ 100 

ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไวเพื่อให separating gel เกิด polymerization อยางสมบูรณ เมื่อเจลแขง็ตัวแลว

เท 5% stacking gel ที่ดานบนของ separating gel ตั้งทิ้งไวให stacking gel เกิด 

polymerization อยางนอย 30 นาที 

             ทําการแยกแอนติบอดีโดย นําชุดของเจลที่เตรียมไดไปใสใน electrophoresis 

chamber ที่มี electrode buffer ทั้งสวนบนและลางของ chamber  นําตัวอยางแอนติบอดีกอนทํา

ใหบริสุทธิ์และหลังทําใหบริสุทธิ์ มีปริมาณโปรตีนรวมหลุมละ 5 ไมโครกรัม มาเติม loading dye  

ที่มี 10% beta-mercaptoethanal  ในอัตราสวน ตัวอยาง ตอ loading dye (1:1 (โดยปริมาตร)) 
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นําไปตมที่ 99 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที ดวยเครื่อง thermo mixer compact สวนหลุมของ 

marker มีปริมาณ 2.5 ไมโครลิตร จากนั้นนําชุดของเจลไปใสใน electrophoresis chamber ที่มี 

electrode buffer ทั้งสวนบนและลางของ chamber เร่ิมการแยกโปรตีนโดยใหกระแสไฟฟาที่มี

ความตางศักยคงที่ที่ 100 โวลต เปนเวลา 90  นาที จนแถบสีของ 1x loading dye เคลื่อนไปจน

เกือบถึงปลายเจลจึงหยุดใหกระแสไฟฟา นําเจลที่ไดไปยอมสีดวย Coomassie blue เปนเวลา 15 

นาที และลางสีออกจนหมดดวยสารละลาย destain  

 

3.4.3.6 การทดสอบความจําเพาะของแอนติบอดีหลังการทําใหบริสุทธิ์ตอ              

โพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ 

หลังจากทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหบริสุทธิ์ ไดทําการทดสอบวาโมโนโคลนอล

แอนติบอดีที่ไดยังมีความสามารถในการจับกับโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระอยูหรือไม โดยวิธี 

indirect ELISA ซึ่งในการทํา indirect ELISA ไมสามารถเคลือบโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระบน

จานชนิด 96 หลุมไดโดยตรงจะตองใชโพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอกับสารโมเลกุลขนาดใหญ เชน 

โปรตีน ดังนั้นเพื่อเปนการยืนยันวาแอนติบอดีที่คัดเลือกไดนั้นสามารถจับแบบจําเพาะกับโพรเจส

เทอโรนในรูปอิสระ จึงตองใชหลักการแยงจับโดยวิธี indirect competitive ELISA ซึ่งมีวิธีการ

ทดสอบคือ เตรียมสาร        โพรเจสเทอโรนที่ความเขมขน ตั้งแต 0 - 1000 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร 

แลวนํามาผสมกับแอนติบอดีโดยผสมในอัตราสวน 1:1 (โดยปริมาตร) แลวทําการทดสอบดวยวิธี 

indirect ELISA ตามขั้นตอนในขอ 3.4.1.3 โดยทาํการเติมแอนติบอดีที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แทน

อาหารเลี้ยงเซลล 
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3.4.4 การเตรียมชุดตรวจสอบ 
ทําการออกแบบชุดตรวจสอบทั้งหมด 4 แบบ คือ 

- Direct competitive ELISA (Ag captured) 

- Direct competitive ELISA (Ag captured) ที่เคลือบหลุมดวยแอนติบอดีของ

แพะที่จําเพาะตอแอนติบอดีของหนูไมซ 

- Indirect competitive ELISA (Ab captured) 

- Direct competitive ELISA (Ab captured) 

โดยชุดตรวจสอบแตละแบบมีข้ันตอนการเตรียมที่แตกตางกัน และมีการศึกษาอัตราสวนที่

เหมาะสมของแอนติเจนและแอนติบอดี เพื่อใหไดชุดชุดตรวจสอบตนแบบที่มีความไวตอ                  

โพรเจสเทอโรนสูงสุด จึงออกแบบชุดตรวจสอบทั้ง 4 แบบตามขั้นตอนดังนี้ 

 

3.4.4.1 การเตรียมชุดตรวจสอบแบบ Direct competitive ELISA                  

(Ag captured) 

ชุดตรวจสอบแบบ Direct competitive ELISA (Ag captured) เตรียมโดยเริ่ม

จากการเคลือบแอนติบอดีที่มีความจําเพาะตอโพรเจสเทอโรนบนจานชนิด 96 หลุม หลุมละ 100 

ไมโครลิตร  บมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12-16 ชั่วโมง จากนั้นลางดวย PBS ที่มี 

0.05% Tween  จํานวน 3 คร้ัง เติมสารละลายนมพรองมันเนย 5% หลุมละ 300 ไมโครลิตร บมที่ 

37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นลางดวย PBS ที่มี 0.05% Tween  จํานวน 3 คร้ัง 

เติมโพรเจสเทอโรน ในรูปอิสระที่ความเขมขนตาง ๆใน PBS ลงไปพรอมกับโพรเจสเทอโรนที่

เชื่อมตอกับ HRP หลุมละ 100 ไมโครลิตร นําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง 

จากนั้นนํามาลางดวย PBS ที่มี 0.05% Tween  จํานวน  3 คร้ัง เติมสารละลายสับสเตรทของ

เอนไซม ซึ่งประกอบดวย TMB และ H2O2 ละลายใน 0.1 M sodium acetate buffer pH 6 หลุม

ละ 100 ไมโครลิตร  บมในที่มืด ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 20 นาที แลวหยุดปฏิกิริยาเอนไซมดวย

การเติม 1 M H2SO4 หลุมละ 100 ไมโครลิตร จากนั้นนําไปวัดคาดูดกลืนแสง 450 นาโนเมตร โดย

เครื่อง ELISA microplate reader 

  ในการเตรียมชุดตรวจสอบแบบ Direct competitive ELISA (Ag captured) นี้ 

ตองทําการเชื่อมตอระหวางโพรเจสเทอโรนกับ hoseradish peroxidase (HRP) เพื่อใชเปนตัว

แขงขันกับ โพรเจสเทอโรนในรูปอิสระซึ่งมีขั้นตอนดังนี้ 
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3.4.4.1.1 การเชื่อมตอโพรเจสเทอโรนกับฮอรสราดิชเพอรออกซิเดส 

(Progesterone-HRP)  

   การเชื่อมตอโพรเจสเทอโรนเขากับฮอรสราดิชเพอรออกซิเดส ทําไดโดย

อาศัยเทคนิคคารโบไดไมด (Cabodiimide) นําสาร NHS (N-hydroxysuccinamide) 6 มิลลิกรัม  

และ EDC (1-ethyl-3-dimethylaminopropyl) carbodiimide 6 มิลลิกรัม มาเติมลงในโพรเจสเทอ

โรน 8  มิลลิกรัมที่ละลายใน Dimethylformamide (DMF) 1 มิลลิลิตร  เขยาชา ๆ แลวบมที่

อุณหภูมิหองขามคืน จากนั้นเติมสารละลาย HRP 11.3 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรลงไป กวนเบา ๆ ที่

อุณหภูมิหอง 2 ชั่วโมงแลวจึงนําไปไดแอไลซดวย PBS ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยเปลี่ยน 

PBS  5 คร้ัง ทุกๆ  6 ชั่วโมง แลวทําการตรวจสอบการเชื่อมตอดวยวิธี Direct ELISA ในขอ 3.4.4.1  

 

3.4.4.1.2 การหาอัตราสวนที่เหมาะสมของแอนติบอดีกบัโพรเจสเทอโรน

ที่เชื่อมตอกับ HRP  

   หลังจากทําการเชื่อมตอโพรเจสเทอโรนกับฮอรสราดิชเพอรออกซิเดสแลว

ทําการหาอัตราสวนที่เหมาะสมของแอนติบอดีกับโพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอกับ HRP สําหรับการ

วิเคราะห ดวยวิธี Direct ELISA กอนที่จะนํามาทดสอบกับโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ เร่ิมจากการ

เคลือบพื้นผิวในแตละหลุมของจานชนิด 96 หลุม ดวยแอนติบอดีที่ความเขมขน 0.125, 0.25, 0.5, 

1 และ 2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

12-16 ชั่วโมง ลางแตละหลุมดวย PBST 3 คร้ัง เติมสารละลายนมพรองมันเนย 5% หลุมละ 300 

ไมโครลิตร และทําการบมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง แลวลางดวย PBST 3 คร้ัง เติม

โพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอกับ HRP ที่เจือจาง 1:1,000–1:10,000 หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมที่ 37 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง แลวลางดวย PBST 3 คร้ัง เติมสารละลายสับสเตรต ซึ่ง

ประกอบดวย TMB และ H2O2 ละลายใน 0.1 M sodium citrate buffer, pH 6.0 หลุมละ 100 

ไมโครลิตร  บมในที่มืด ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที แลวหยุดปฏิกิริยาเอนไซมดวยการเติม 1 

M H2SO4 หลุมละ 100 ไมโครลิตร จากนั้นนําไปวัดคาดูดกลืนแสง 450 นาโนเมตร ดวยเครื่อง 

ELISA microplate reader 
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3.4.4.1.3 การทดสอบหาความไวของชุดตรวจสอบ ดวยวิธี Direct 

competitive ELISA (Ag captured)  

การทดสอบหาความไวของชุดตรวจสอบ  ศึกษาจากความไวของ

แอนติบอดีตอโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ โดยทําการแปรความเขมขนของโพรเจสเทอโรนในรูป

อิสระต้ังแต        0-1000 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร นําไปทดสอบกับแอนติบอดีและโพรเจสเทอโรนที่

เชื่อมตอกับ HRP ที่เลือกมาทั้ง 3 คา จาก 3.4.4.1.2 ดวยวิธี Direct competitive ELISA (Ag 

captured) โดยมตีัวควบคุมลบ คือ หลุมที่ไมมีโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ และตัวควบคุมบวก คือ 

หลุมที่มีโพรเจสเทอโรนที่มีความเขมขนสูงที่สุดเทากับ 1,000 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร หาความไว

ของแตละอัตราสวนที่ได นําไปเปรียบเทียบกับชุดตรวจสอบแบบอื่นตอไป 

 

3.4.4.2 การเตรียมชุดตรวจสอบแบบ Direct competitive ELISA (Ag 

captured)    ที่เคลือบหลุมดวยแอนตบิอดีของแพะที่จําเพาะตอแอนติบอดีของหนูไมซ 

  ชุดตรวจสอบแบบ Direct competitive ELISA (Ag captured) ที่เคลือบหลุมดวย

แอนติบอดีของแพะที่จําเพาะตอแอนติบอดีของหนู เตรียมโดยเริ่มจากเคลือบพื้นผิวในแตละหลุม

บนจานชนิด 96 หลุมดวยแอนติบอดีของแพะที่จําเพาะตอแอนติบอดีของหนู หลุมละ 100 

ไมโครลิตร ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12-16 ชั่วโมง จากนั้นลางหลุมดวย PBST 3 คร้ัง 

เติมสารละลายนมพรองมันเนย 5% หลุมละ 300 ไมโครลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 

ชั่วโมง ลางแตละหลุมดวย PBST 3 คร้ัง เติมโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระเจือจางที่ความเขมขนตางๆ 

หลุมละ 50 ไมโครลิตร กับโพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอกับ HRP หลุมละ 25 ไมโครลิตร และ

แอนติบอดีหลุมละ 25 ไมโครลิตร นําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง ลางแตละหลุมดวย 

PBSTจํานวน 3 คร้ัง เติมสารละลายสับสเตรต ของเอนไซม ประกอบดวย TMB และ H2O2 ละลาย

ใน 0.1 M sodium citrate buffer, pH 6.0 หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมในที่มืด ที่อุณหภูมิหอง เปน

เวลา 30 นาที แลวหยุดปฏิกิริยาเอนไซมดวยการเติม 1 M H2SO4 หลุมละ 100 ไมโครลิตร จากนั้น

นําไปวัดคาดูดกลืนแสง 450 นาโนเมตร โดยเครื่อง ELISA microplate reader 

 

3.4.4.2.1 การหาอัตราสวนที่เหมาะสมของแอนติบอดี และ                 

โพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอกับ HRP  

ทําการหาอัตราสวนระหวางแอนติบอดีกับโพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอกับ 
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HRP ที่เหมาะสมสําหรับการการวิเคราะหดวยวิธี Direct ELISA โดยเลือกความเขมขนของ

แอนติบอดีของแพะที่จําเพาะตอแอนติบอดีของหนูที่เจือจาง 1:500 และทําการแปรความเขมขน

ของแอนติบอดี 0.125, 0.25, 0.5, 1, 2, 4 และ 8 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ โพรเจสเทอโรนที่

เชื่อมตอกับ HRP ที่เจือจาง 1:4,000 ถึง 1:64,000 แลวทําการทดลองเชนเดียวกันกับข้ันตอน ใน

ขอ 3.4.4.2 
 
3.4.4.2.2 การทดสอบหาความไวของชุดตรวจสอบ ดวยวิธี Direct 

competitive ELISA (Ag captured) ที่เคลือบหลุมดวยแอนติบอดีของแพะที่จําเพาะตอ

แอนติบอดีของหนูไมซ 

ทดสอบหาความไวของชุดตรวจสอบแบบ Direct competitive ELISA 

(Ag captured) ที่เคลือบหลุมดวยแอนติบอดีของแพะที่จําเพาะตอแอนติบอดีของหนูไมซ โดย

ศึกษาจากความไวของแอนติบอดีตอโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ เร่ิมจากการแปรความเขมขนของโพ

รเจสเทอโรนในรูปอิสระต้ังแต 0-1,000 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร นําไปทดสอบกับแอนติบอดีกับโพ

รเจสเทอโรนที่เชื่อมตอกับ HRP ที่เลือกมาทั้ง 3 คา จากขอ 3.4.4.2.1 ดวยวิธี Direct competitive 

ELISA (Ag captured) โดยมีตัวควบคุมลบ คือ หลุมที่ไมมีโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ และตัว

ควบคุมบวก คือ หลุมที่มีโพรเจสเทอโรนที่มีความเขมขนสูงที่สุดเทากับ 1,000 นาโนกรัมตอ

มิลลิลิตร แลวนําไปหาความไวของแตละอัตราสวน เพื่อนําไปเลือกเปนชุดตรวจสอบตนแบบตอไป 

 

3.4.4.3 การเตรียมชุดตรวจสอบแบบ Indirect competitive ELISA               

(Ab captured) 

ชุดตรวจสอบแบบ Indirect competitive ELISA (Ab captured) เตรียมโดยเริ่ม

จากเคลือบพื้นผิวของจาน 96 หลุม ดวยโพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอกับ BSA ที่ไดจากการทดลองใน

ขอ 3.4.2.1 หลุมละ 100 ไมโครลิตร แลวบมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12-16 ชั่วโมง 

นําแตละหลุมมาลางดวย PBST 3 คร้ัง เติมสารละลายนมพรองมันเนย 5% หลุมละ 300 

ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง ลางหลุมดวย PBST 3 คร้ัง เติมโพ

รเจสเทอโรนในรูปอิสระที่ความเขมขนตางๆ ลงไป 50 ไมโครลิตร และแอนติบอดี หลุมละ 50 

ไมโครลิตร นําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง ลางแตละหลุมดวย PBST 3 คร้ัง เติม

แอนติบอดีทุติยภูมิที่จําเพาะตอแอนติบอดีของหนู เชื่อมอยูกับ HRP (HPR-labelled goat anti-

mouse IgG) ที่เจือจาง 1:5,000 ใน PBS หลุมละ 100 ไมโครลิตร แลวบมที่ 37 องศาเซลเซียส 1 
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ชั่วโมง ลางหลุมดวย PBST 3 คร้ัง เติมสารละลายสับสเตรต ของเอนไซม ประกอบดวย TMB และ 

H2O2 ละลายใน 0.1 M sodium citrate buffer, pH 6.0 หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมในที่มืด

อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที เติม 1 M H2SO4 หลุมละ 100 ไมโครลิตร เพื่อหยุดปฏิกิริยา

เอนไซม แลวนําไปวัดคาดูดกลืนแสง 450 นาโนเมตร ดวยเครื่อง ELISA microplate reader 

 

3.4.4.3.1 การหาอัตราสวนที่เหมาะสมของโพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอ        

กับ BSA และแอนติบอดี 

 

                 หาอัตราสวนที่เหมาะสมของแอนติบอดีกับโพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอกับ 

BSA โดยการแปรความเขมขนของแอนติบอดี 10, 50, 100, 150, 200, 250 และ 300 นาโนกรัม

ตอมลิลิลิตร กับโพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอกับ BSA 0.25, 0.5, 0.75, 1 และ 1.5 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร แลวนํามาทดสอบดวยวิธี Indirect ELISA เชนเดียวกับการทดลองในขอ 3.4.4.3  

 

3.4.4.3.2 การทดสอบหาความไวของชุดตรวจสอบ ดวยวิธี Indirect 

competitive ELISA (Ab captured)  

ทดสอบหาความไวของชุดตรวจสอบแบบ Indirect competitive ELISA 

(Ab captured) โดยศึกษาจากความไวของแอนติบอดีตอโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ โดยใช

อัตราสวนระหวางแอนติบอดีกับ โพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอกับ BSA ที่เหมาะสมจากขอ 3.4.4.3.1 

มาทดสอบกับโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระที่ความเขมขน 0-1000 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ดวยวิธี 

Indirect competitive ELISA โดยมีตัวควบคุมลบ คือ หลุมที่ไมมีโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ และ

ตัวควบคุมบวก คือ หลุมที่มีโพรเจสเทอโรนที่มีความเขมขนสูงที่สุดเทากับ 1,000 นาโนกรัมตอ

มิลลิลิตร หาความไวของแตละอัตราสวน เพื่อนําไปเลือกเปนชุดตรวจสอบตนแบบตอไป 

 

3.4.4.4 การเตรียมชุดตรวจสอบแบบ Direct competitive ELISA                  

(Ab captured)  

ทําการเคลือบโพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอกับ BSA บนพื้นผิวในของจานชนิด 96  

หลุมๆ ละ 100 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12-16 ชั่วโมง แลวลางดวย 

PBST 3 คร้ัง เติมสารละลายนมพรองมันเนย 5% หลุมละ 300 ไมโครลิตร นําไปบมที่ 37 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง ลางแตละหลุมดวย PBST 3 ครั้ง เติมโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระเจือ
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จางที่ความเขมขนตางๆ ลงไปพรอมกับแอนติบอดีที่เชื่อมตอกับไบโอติน จากขอ 3.4.4.4.1 หลุมละ 

100 ไมโครลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง จากนั้นลางแตละหลุมดวย PBST 3 คร้ัง 

เติม streptavidin-HRP ซึ่งจําเพาะตอไบโอตินที่ความเขมขน 1:4,000 หลุมละ 100 ไมโครลิตร บม

ที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ลางแตละหลุมดวย PBST 3 คร้ัง จากนั้นนํามาเติม

สารละลายสับสเตรตของเอนไซม ประกอบดวย TMB และ H2O2 ละลายใน sodium acetate 

buffer หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมในที่มืดอุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที เติม 1 M H2SO4 หลุม

ละ 100 ไมโครลิตร เพื่อหยุดปฏิกิริยาเอนไซม แลวทําการวัดคาดูดกลืนแสง 450 นาโนเมตร ดวย

เครื่อง ELISA microplate reader 

 

3.4.4.4.1 การเชื่อมตอระหวางแอนติบอดีกับไบโอติน (คูมือการใชงาน

สาร Aminohexanoyl-Biotin-N-Hydroxysuccinimide (Zymed)) 

   การเชื่อมตอแอนติบอดี กับไบโอติน เร่ิมจากนําแอนติบอดี 1.5 มลิลิกรัม

ไปไดแอไลซิสใน 0.1 M carbonate buffer pH 8.4 ขามคืน แลวทําการเติมไบโอติน 100 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ที่ละลายใน DMSO กวนเบาเปนเวลา 4 ชั่วโมงที่อุณหภูมิหอง แลวนําไป 

ไดแอไลซิสใน PBS ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปลี่ยน PBS 3 คร้ังทุกๆ 6 ชั่วโมง 

 

3.4.4.4.2 การหาอัตราสวนที่เหมาะสมของโพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอกับ  

BSA กับ แอนติบอดีที่เชื่อมตอกับไบโอติน  

หาอัตราสวนที่เหมาะสมระหวางโพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอกับ BSA กับ

แอนติบอดีที่เชื่อมตอกับไบโอตินที่ใหคาการดูดกลืนแสงที่เหมาะสมแกการเตรียมเปนชุดตรวจสอบ 

ทําโดยการแปรความเขมขนของโพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอกับ BSA 0.125, 0.25, 0.5 และ 1 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และแอนติบอดีที่เชื่อมตอกับไบโอติน 1:1,000, 1:2,000, 1:4,000, 

1:8,000, 1:16,000, 1:32,000 และ 1:64,000 แลวนํามาทดสอบดวยวิธี Direct ELISA โดยเริ่ม

จากการเคลือบพื้นผิวดานในหลุมของจาน 96 หลุมดวยโพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอกับ BSA บมที่

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12-16 ชั่วโมง เติมสารละลายนมพรองมันเนย 5% หลุมละ 

300 ไมโครลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง ลางแตละหลุมดวย PBST จํานวน 3 

คร้ัง เติมแอนติบอดีที่เชื่อมตอกับ   ไบโอติน ที่ไดจากขอ 3.4.4.4.1 หลุมละ 100 ไมโครลิตร นําไป

บมที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง แลวลางหลุมดวย PBST จํานวน 3 คร้ัง เติม streptavidin-

HRP ลงไปที่ความเขมขน 1:4000 หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมนาน 10 นาที ที่ 37 องศาเซลเซียส 
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แลวลางแตละหลุมดวย PBST 3 คร้ัง จากนั้นนํามาเติมสารละลายสับสเตรต ซึ่งประกอบดวย 

TMB และ H2O2 ละลายใน sodium acetate buffer หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมในที่มืด

อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที เติม 1 M H2SO4 หลุมละ 100 ไมโครลิตร เพื่อหยุดปฏิกิริยา

เอนไซม วัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ดวยเครื่อง ELISA microplate reader 

 

3.4.4.4.3 การทดสอบหาความไวของชุดตรวจสอบ ดวยวิธี Direct 

competitive ELISA (Ab captured) 

ทดสอบหาความไวของชุดตรวจสอบแบบ Direct competitive ELISA 

(Ab captured) โดยศึกษาจากความไวของแอนติบอดีตอโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ นําอัตราสวน

ระหวางโพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอกับ BSA กับ แอนติบอดีที่เชื่อมตอกับไบโอตินที่ไดจากขอ 

3.4.4.4.2 มาทดสอบกับโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระที่ความเขมขน 0-1,000 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร 

ดวยวิธี Direct competitive ELISA (Ab captured) โดยมีตัวควบคุมลบ คือ หลุมที่ไมมี             

โพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ และตัวควบคุมบวก คือ หลุมที่มีโพรเจสเทอโรนที่มีความเขมขนสูงที่สุด

เทากับ 1,000 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร หาความไวของแตละอัตราสวน เพื่อนําไปเลือกเปนชุด

ตรวจสอบตนแบบตอไป 

 

3.4.4.5 การทดสอบความไว (Sensitivity) ของชุดตรวจสอบ (ธารารัชต, 2545) 

ทําการทดสอบความไวของชุดตรวจสอบแบบตางๆทั้ง 4 แบบขางตน ดังนี้ 

นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดจากผล ELISA มาคํานวณหาคา IC50 ดวยโปรแกรม 

สําเร็จรูป GraphPad Prism 4.03 โดยสมการที่ใชในการคํานวณคือ  

 

    IC50 = 50% B/B0 

เมื่อ B  คือ  คาการดูดกลืนแสงจาก ELISA ที่มีแอนติเจนที่ความเขมขนตางๆ 

B0 คือ  คาการดูดกลืนแสงจาก ELISA ที่ไมมีแอนติเจน 
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3.4.5  การเตรียมชุดตรวจสอบตนแบบ ดวยวิธี Direct competitive ELISA            
(Ab captured) 

จากการเปรียบเทียบความไวของชุดตรวจสอบทั้ง 4 แบบขางตน กับโพรเจสเทอ

โรนในรูปอิสระ พบวาชุดตรวจสอบตนแบบที่มีความเหมาะสมมากที่สุด คือ ชุดตรวจสอบแบบ 

Direct competitive ELISA (Ab captured) จึงนํามาเปนชุดตรวจสอบตนแบบ โดยทําการศึกษา

ในดานตางๆ ดังตอไปนี้ 

3.4.5.1 การสรางกราฟมาตรฐาน 

ทําการเคลอืบโพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอกับ BSA ความเขมขน 0.125 ไมโครกรัม

ตอมิลลิลิตร บนพื้นผิวในของจานชนิด 96 หลุมๆ ละ 100 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 12-16 ชั่วโมง แลวลางดวย PBST 3 คร้ัง เติมสารละลายนมพรองมันเนย 5% 

หลุมละ 300 ไมโครลิตร นําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง ลางแตละหลุมดวย 

PBST 3 คร้ัง เติม    โพรเจสเทอโรนในรูปอิสระเจือจางที่ความเขมขน 0, 1, 2.5, 5, 10, 25, และ 50 

นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ลงไปพรอมกับแอนติบอดีที่เชื่อมตอกับไบโอติน ความเขมขน 1:8,000 หลุม

ละ 100 ไมโครลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง จากนั้นลางแตละหลุมดวย PBST 3 

คร้ัง เติม streptavidin-HRP ซึ่งจําเพาะตอไบโอตินที่ความเขมขน 1:4,000 หลุมละ 100 

ไมโครลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ลางแตละหลุมดวย PBST 3 คร้ัง จากนั้น

นํามาเติมสารละลายสับสเตรตของเอนไซม ประกอบดวย TMB และ H2O2 ละลายใน sodium 

acetate buffer หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมในที่มืดอุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที เติม 1 M 

H2SO4 หลุมละ 100 ไมโครลิตร เพื่อหยุดปฏิกิริยาเอนไซม แลวทําการวัดคาดูดกลืนแสง 450 นาโน

เมตร ดวยเครื่อง ELISA microplate reader 

 

3.4.5.2 การศึกษาผลของเวลาและอุณหภูมิที่ใชในการบมโพรเจสเทอโรนที่

เชื่อมตอ BSA กับแอนติบอดีที่เชื่อมตอไบโอติน และโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ 

ในการเตรียมชุดตรวจสอบ อุณหภูมิที่ใชในการบมโพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอ BSA 

กับแอนติบอดีที่เชื่อมตอไบโอติน และโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ คือ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 

ชั่วโมง ซึ่งในการปฏิบัติงานจริงจะตองเตรียมชุดตรวจสอบใหสะดวกตอการใชงานมากที่สุด จึงทํา

การแปร  อุณภูมิและเวลาดังในตารางที่ 3.3  
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ตารางที่ 3.3 เวลาและอุณหภูมิที่ทําการทดสอบในการทํา ELISA 

 

 เวลาที่ใชในการบม 

(ชั่วโมง) 

อุณหภูมิที่ใชในการบม 

(องศาเซลเซยีส) 

1 2 37 

2 2 อุณหภูมิหอง 

3 1:30 37 

4 1:30 อุณหภูมิหอง 

5 1 37 

6 1 อุณหภูมิหอง 

 

3.4.5.3 การทดสอบปฏิกิริยาขามของชุดตรวจสอบโพรเจสเทอโรน (ธารารัชต,  

2545) 

ทดสอบการเกิดปฏิกิริยาขามกับสารในกลุมฮอรโมนสเตอรอยดและนอกกลุม

ฮอรโมนสเตอรอยดของชุดตรวจสอบตนแบบ ดวยวิธี Direct competitive ELISA (Ab captured) 

ตามวิธีในขอ 3.4.5.1 สารในกลุมฮอรโมนสเตอรอยดที่นํามาทดสอบ ไดแก โพรเจสเทอโรน-17 

แอลฟาไฮดรอกซี (Progesterone-17α hydroxyl) เทสโทสเทอโรน (Testosterone) คอรทิโคส

เทอโรน (Corticosterone) เอสทราไดออล (Estrdiol) คอเลสเทอรอล (Cholesterol) และแอลโดส

เทอโรน (Aldosterone) สวนสารนอกกลุมฮอรโมนสเตอรอยดที่ทดสอบมีดังนี้ เพนิซิลลินจี 

(Penicillin G) เททราไซคลิน (Tetracycline) สเตรปโตมัยซิน (Streptomycin) นอรฟลอกซาซิน 

(Norfloxacin) เอนโรฟลอกซาซิน (Enrofloxacin)   เคลนบูเทรอล (Clenbuterol) และซัลบู

ทามอล (Salbutamol) โดยใชความเขมขน 20 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  

นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดจากผล ELISA มาหาคา IC50 ดวยโปรแกรม GraphPad Prism 

4.03 โดยคิดเปน 50% B/B0   

IC50 = 50% B/B0 

เมื่อ B คือ คาการดูดกลืนแสงของผล ELISA ที่มีแอนติเจนที่ตองการวัดปฏิกิริยาขามที่ 

 ความเขมขนตางๆ  

 B0  คือ คาการดูดกลืนแสงของผล ELISA ที่ไมมีแอนติเจนที่ตองการวัดปฏิกิริยาขาม 
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            เมื่อทดสอบความจําเพาะของชุดตรวจสอบตอสารโพรเจสเทอโรนและทดสอบปฏิกิริยา

ขามกับสารตางๆ แลวคํานวณเปนเปอรเซ็นตปฏิกิริยาขาม (%Cross-reactivity) โดยสูตรคํานวณ 

ดังนี้ 

 

เปอรเซ็นตปฏิกิริยาขาม  =           IC50 ของโพรเจสเทอโรนx 100 

     

 

3.4.5.4 การประเมินประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบตนแบบ 

ประเมินประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบตนแบบ  โดยพิจารณาความไว

(Sensitivity) ความแมนยํา (Precision) และความถูกตอง (Accuracy) ของชุดตรวจสอบ ดังนี้ 

 

3.4.5.4.1 หาคาความไว (Sensitivity) ของชุดตรวจสอบ (ธารารัชต, 

2545) 

ทําการหาความไวของชุดตรวจสอบตนแบบโดยรายงานเปนคา LOD 

(Limit of detection; LOD) หรือปริมาณต่ําสุดที่สามารถวัดได  และคา LOQ (Limit of 

quantitation; LOD) หรือปริมาณต่ําสุดที่สามารถวัดไดอยางถูกตอง ซึ่งคา LOD และ LOQ หาได

จากการนําคาเฉลี่ยของการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร (n = 9) โดยวิธี direct competitive 

ELISA (Ab captured) ที่ไมมีโพรเจสเทอโรน(B0) มาลบออกจาก 3 และ 10 เทาของคาเบี่ยงเบน

มาตรฐานของ B0 ตามลําดับ จากนั้นนําคาที่ไดไปเทียบกับกราฟมาตรฐานของโพรเจสเทอโรนเพื่อ

แปลงเปนความเขมขนของ       โพรเจสเทอโรนซึ่งคาความเขมขนที่ไดนี้คือ คาความไวของชุด

ตรวจสอบ จากขอมูลในการทดลองที่ 3.4.5.1 นําขอมูลที่ไดมาเขียนกราฟโดยใหแกน X เปนคา

ลอการิทึมของความเขมขนของโพรเจสเทอโรนและแกน Y เปนคา %B/B0  

LOD  =  B0 - 3SD 

LOQ =  B0 - 10SD 

 

โดยที่  B0   คือ  ค า ก า รดู ด กลื น แส งที่  4 50 นา โน เมต ร  โ ดย วิ ธี  Direct 

competitive ELISA (Ab captured ) ที่ไมมีโพรเจสเทอโรน 

  SD คือ  คาเบี่ยงเบนมาตรฐานของ B0 

 

 IC50 ของสารที่ทดสอบ 
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3.4.5.4.2 การหาคาความแมนยํา (Precision) ของชุดตรวจสอบ  

การหาคาความแมนยํา  (Precision) ของชุดตรวจสอบ  จะไดจาก

การศึกษาความแปรปรวนของการทําการทดลองซ้ําในครั้งเดียวกัน (Intra-variation assay) และ

การทําการทดลองซ้ําระหวางครั้งการทดลอง (Inter-variation assay) ดังนี้ 

 

3.4.5.4.2.1 Intra-variation assay (ธารารัชต, 2545) 

จากการทดลองในขั้นตอน 3.4.5.1 นําขอมูลที่ไดมาหาคา Intra- 

variation assay ของชุดตรวจสอบโดยทาํการหาคา Mean SD และ %CV ของการวิเคราะห 12 ซ้ํา 

โดย %CV คือ คารอยละของสัมประสทิธิค์วามแปรปรวน ซึ่งคํานวณไดจาก 

 

%CV = SD  x  100 

mean 

 

โดยที่  mean  คือ  คาเฉลี่ยของคาการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตรโดยวิธี Direct competitive   

                                  ELISA (Ab captured) เมื่อมีโพรเจสเทอโรนและไมมีโพรเจสเทอโรน 

 SD คือ  คาเบี่ยงเบนมาตรฐานของคาการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร 

 

3.4.5.4.2.2 Inter-variation assay หรือ Between-assay  

(ธารารัชต, 2545) 

ทําการทดลองเหมือนในขั้นตอน 3.4.5.1 แตทําการทดสอบ

ตัวอยางเดียวกัน 4 คร้ังที่เวลาตางกันโดยที่แตละครั้งทํา 12 ซ้ํา เมื่อทําทุกครั้งรวมกันแลวได 48 ซ้ํา 

จากนั้นนําขอมูลที่ไดมาหาคา Mean, SD และ %CV ของทั้ง 48 ซ้ํานั้น 

 

3.4.5.4.3 การหาคาความถูกตอง (accuracy) ของชุดตรวจสอบ 

คาความถูกตอง (accuracy) ของชุดตรวจสอบสามารถวิเคราะหไดจาก

คา %Recovery โดยนําตัวอยางชนิดตางๆ ที่มีการเติมโพรเจสเทอโรนที่ความเขมขนสุดทายเปน 0, 

1, 2.5, 5, 10, 25 และ 50 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ที่ไดจากการสกัดตามขั้นตอน 3.4.5.5 มาทําการ

หาคา %Recovery โดยทําการตรวจหาความเขมขนของโพรเจสเทอโรนที่มอียูในตัวอยางและนํา
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ผลที่ไดมาเปรียบเทียบกับความเขมขนโพรเจสเทอโรนจากกราฟมาตรฐาน  จากนั้นนํามา

คํานวณหาคา % Recovery จากสูตรดังนี้ 

 

                      %Recovery       =       ความเขมขนของสารที่วิเคราะหได     X   100 

                  ความเขมขนของสารที่เติมลงไป 

 

3.4.5.5 การสกัดตัวอยางที่เหมาะสมกับชุดตรวจสอบตนแบบ 

 

3.4.5.5.1 วิธีการสกัดที่เหมาะสมจากตัวอยางน้ํานมโค 

ทําการทดลองโดยนําน้ํานมโคปริมาณ 1 มิลลิลิตร จํานวน 7 หลอด แลว

เติมโพรเจสเทอโรนใหไดความเขมขนสุดทายเทากับ 0, 1, 2.5, 5, 10, 25 และ 50 นาโนกรัมตอ

มิลลิลิตร ตามลําดับ นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 10 นาที ทิ้งสวนบนที่เปนชั้นไขมัน (วิธีการตามคูมือการใชงานชุดตรวจสอบ                

โพรเจสเทอโรนของ EURO-DIAGNOSTICA) และนําสวนที่เหลือปริมาตร 200 ไมโครลิตร มาเจือ

จางดวยเอทธานอล 2 เปอรเซนตปริมาตร 800 ไมโครลิตร จากนั้นนําไปทดสอบกับชุดตรวจสอบ

ตนแบบ เปรียบเทียบความเขมขนของโพรเจสเทอโรนที่ไดกับสารละลายมาตรฐานโพรเจสเทอโรน  

 

3.4.5.5.2 การสกัดที่เหมาะสมจากตัวอยางซีรัมโค 

ทําการทดลองโดยนําซีรัมโคปริมาณ 1 มิลลิลิตร จํานวน 7 หลอด แลว

เติมโพรเจสเทอโรนใหไดความเขมขนสุดทายเทากับ 0, 1, 2.5, 5, 10, 25 และ 50 นาโนกรัมตอ

มิลลิลิตร ตามลําดับ นํามาสกัดดวยไดเอททิลอีเทอร 2 มิลลิลิตร และ PBS 1  มิลลิลิตร นําไปปน

เหวี่ยงที่ความเร็ว 3,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที เก็บสวนบนของไดเอททิลอีเทอร ปริมาตร 

1 มิลลิลิตรมาทําการระเหยภายใตแกสไนโตรเจน (วิธีการตามคูมือการใชงานชุดตรวจสอบ        

โพรเจสเทอโรนของ EURO-DIAGNOSTICA) แลวนํามาละลายดวยเอทธานอล 2 เปอรเซนต 

ปริมาตร 500 ไมโครลิตร จากนั้นนําไปทดสอบกับชุดตรวจสอบตนแบบ เปรียบเทียบความเขมขน

ของโพรเจสเทอโรนที่ไดกับสารละลายมาตรฐานโพรเจสเทอโรน  
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3.4.6 การวิเคราะหโพรเจสเทอโรนในตัวอยาง 
 

3.4.6.1 การเตรียมตัวอยางน้ํานมโคเพื่อนํามาทดสอบในชุดตรวจสอบตนแบบ 

ทําการเตรียมสารละลายโพรเจสเทอโรนใน 2 เปอรเซนตเอทธานอลที่ความ

เขมขน 0, 100, 250, 500, 1000, 2500 และ 5000 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร เติมสารละลาย         

โพรเจสเทอโรนแตละความเขมขน ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในน้ํานมโคปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

ดังนั้นตัวอยางน้ํานมโค 1 มลิลิลิตร จะมีความเขมขนของโพรเจสเทอโรนเทากับ 0, 1, 2.5, 5, 10, 

25 และ 50 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ แลวนําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 14,000 รอบตอ

นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที แลวนําสวนบนที่เปนชั้นไขมันทิ้งไป และนํา

สวนที่เหลือปริมาตร 200 ไมโครลิตร มาเจือจางดวยเอทธานอล 2 เปอรเซนตปริมาตร 800 

ไมโครลิตร แลวนําไปทดสอบกับชุดตรวจสอบตนแบบ 

 

3.4.6.3 การเตรียมตัวอยางซีรัมโคเพื่อนํามาทดสอบในชุดตรวจสอบตนแบบ 

ทําการเตรียมสารละลายโพรเจสเทอโรนใน 2 เปอรเซนตเอทธานอลที่ความ

เขมขน 0, 100, 250, 500, 1000, 2500 และ 5000 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร เติมสารละลาย         

โพรเจสเทอโรนแตละความเขมขน ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในซีรัมโคปริมาตร 1 มิลลิลิตร    

โพรเจสเทอโรนใหไดความเขมขนสุดทายเทากับ 0, 1, 2.5, 5, 10, 25 และ 50 นาโนกรัมตอ

มิลลิลิตร ตามลําดับ นํามาสกัดดวยไดเอททิลอีเทอร 2 มิลลิลิตร และ PBS 1  มิลลิลิตร นําไปปน

เหวี่ยงที่ความเร็ว 3,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที เก็บสวนบนของไดเอททิลอีเทอรมาทํา

การระเหยภายใตแกสไนโตรเจน แลวนํามาละลายดวยเอทธานอล 2 เปอรเซนต ปริมาตร 500 

ไมโครลิตร จากนั้นนําไปทดสอบกับชุดตรวจสอบตนแบบ เปรียบเทียบความเขมขนของ            

โพรเจสเทอโรนที่ไดกับสารละลายมาตรฐานโพรเจสเทอโรน 
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3.4.7 การเปรียบเทียบการวิเคราะหตัวอยางโดยใชชุดตรวจสอบ ELISA ที่เตรียม
ได ชุดตรวจสอบทางการคา และเทคนิค HPLC 

 
 3.4.7.1 การเปรียบเทียบผลวิเคราะหตัวอยางระหวางชุดตรวจสอบตนแบบ และ

ชุดตรวจสอบทางการคา 

 นําตัวอยางน้ํานมและซีรัมที่เติมโพรเจสเทอโรนใหมีความเขมขนเทากับ 0, 1, 2.5, 

5, 10, 25 และ 50 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร มาทดสอบดวยชุดตรวจสอบตนแบบและชุดตรวจสอบ

ของบริษัท EURO-DIAGNOSTICA โดยใชตัวอยางเดียวกันทั้งหมด แลวแบงวิเคราะหและเตรียม

ตัวอยางตามขั้นตอนของชุดตรวจสอบทั้งสอง ซึ่งขั้นตอนและการเตรียมตัวอยางของชุดตรวจสอบ

ตนแบบทําตามขั้นตอนในขอ 3.4.5.1 และ 3.4.6 ตามลําดับ สวนชุดตรวจสอบ EURO-

DIAGNOSTICA ขั้นตอนในการวิเคราะหและเตรียมตัวอยางตามวิธีการของคูมือการใชงาน 

ดังตอไปนี้ 

 

3.4.7.1.1 ข้ันตอนการวิเคราะหของชุดตรวจสอบ EURO-DIAGNOSTICA  

เร่ิมจากเติมตัวอยางที่ตองการวิเคราะห ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงไปใน

หลุมของจาน 96 หลุม ที่เคลือบหลุมดวยแอนติบอดีของกระตายที่จําเพาะตอแอนติบอดีของหนู 

จากนั้นเติมแอนติบอดี ปริมาตร 25 ไมโครลิตร และโพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอกับ HRP ปริมาตร 25 

ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง  ลางแตละหลุมดวย ringing buffer 

3 คร้ัง เติมสับสเตรต ของเอนไซม บมในที่มืด อุณหภูมิหอง นาน 30 นาที แลวหยุดปฏิกิริยาของ

เอนไซมดวย stop solution นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร  

 

3.4.7.2 การเปรียบเทียบผลวิเคราะหตัวอยางที่ไดจากชุดตรวจสอบตนแบบและ

โดยใชเทคนิค HPLC 

ในการเปรียบเทียบผลการวิเคราะหระหวางชุดตรวจสอบตนแบบกับเทคนิค 

HPLC ทําการเตรียมตัวอยางน้ํานมโคและซีรัมโค ที่มีความเขมขนของโพรเจสเทอโรนเทากับ 0, 

100, 250, 500 และ 1000 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร มาแบงวิเคราะหในชุดตรวจสอบตนแบบและ

เทคนิค HPLC ซึ่งในการวิเคราะหดวย HPLC ใชคอลัมนชนิด C18-reverse phrase มีสารละลาย

น้ํา acetronitrile และ น้ําในอัตราสวน 50:50 ถึง 70:30 โดยปริมาตร เปนสารละลายตัวพา โดย

กําหนดอัตราการไหลเทากับ 1 มิลลิลิตรตอนาที ประมวลผลดวย UV ที่คาการดูดกลืนแสงที่ 254 

นาโนเมตร ทาํการกรองตัวอยางดวยเมมเบรนขนาด 0.45 ไมโครเมตร กอนฉีดเขาคอลัมนกรอง ฉีด
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ตัวอยางเขาสูระบบ คร้ังละ 50 ไมโครลิตร ซึ่งโพรเจสเทอโรนมี retention time ประมาณ 9 นาที 

นําผลวิเคราะหจากตัวอยางที่ไดเทียบพื้นที่ใตกราฟกับกราฟมาตรฐานของโพรเจสเทอโรน ที่ความ

เขมขน 0, 100, 250, 500 และ 1000 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ก)  
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บทที่ 4 
 

ผลและวิจารณผลการทดลอง 
 

4.1 การคัดเลือกไฮบรโิดมาที่ผลิตแอนติบอดีที่มีความไวสูงตอโพรเจสเทอโรน 
 ทําการเลี้ยงเซลลไฮบริโดมารหัสโคลน 3/C9-F4, 3/D7-F4, 3/F7-F4, และ 5/G7-F4  ใน

อาหารเลีย้งเซลล RPMI 1640 ที่เติม FCS 10 เปอรเซ็นต และทดสอบการสรางโมโนโคลนอล

แอนติบอดีที่จาํเพาะตอโพรเจสเทอโรนดวยวิธ ี Indirect ELISA ไดผลดังแสดงในตารางที ่ 4.1 โดย

พบวาคาการดูดกลืนแสงของอาหารเลีย้งเซลลในจานหลมุที่เคลือบดวยโพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอ

กับโปรตีน BSA (Pr-BSA) มีคาสูงกวาเมื่อเทียบกับจานหลุมที่เคลือบดวยโปรตีน BSA และมีคาสูง

กวาเมื่อเทยีบกับซีรัมหนูที่ไมไดมีการฉีดกระตุน โดยใชอาหารเลี้ยงเซลลที่ยงัไมไดผานการเลี้ยง

เปนตัวควบคมุลบ และใชซีรัมหนทูี่ไดรับการกระตุนดวยโพรเจสเทอโรนเปนตัวควบคุมบวก แสดง

วาเซลลไฮบริโดมาทัง้ 4 โคลนยังสามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอโพรเจสเทอโรน 

จากนั้นนําอาหารเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาทัง้ 4 โคลน มาทดสอบความสามารถของแอนติบอดีในการ

จับกับโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระดวยวิธ ี Indirect competitive ELISA โดยใชแอนติเจนและ

แอนติบอดีที่มคีวามเขมขนทีเ่หมาะสมจากตาราง 4.1 เพือ่คัดเลือกโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไวตอ

โพรเจสเทอโรนในรูปอิสระสูงสุด ไดผลดังแสดงในรูปที่ 4.1 ซึ่งพบวาไฮบริโดมารหัสโคลน 5/G7-F4 

มีความไวตอโพรเจสเทอโรนสูงที่สุด โดยใหคา IC50 และLOD เทากับ 56.36 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร 

และ 19.95 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ ซึ่งเมื่อเทยีบกับไฮบริโดมารหัสโคลนอ่ืนๆ พบวามีคา 

IC50 และLOD ต่ําที่สุด แสดงวามีความไวตอโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระสูงสุด จึงนําไฮบริโดมารหสั

โคลน 5/G7-F4 มาเลีย้งในอาหารเลี้ยงเซลล เพิ่มจํานวนโมโนโคลนอลแอนติบอดี เพื่อนาํไปใช

เตรียมชุดตรวจสอบตอไป
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ตารางที่ 4.1 ผลการทดสอบแอนติบอดีตอโพรเจสเทอโรนที่ผลิตโดยเซลลไฮบริโดรมาดวยวิธี Indirect ELISA  

 

อัตราสวน 

การเจือจาง

อาหารเลี้ยง

เซลล 

คาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลนื 450 นาโนเมตร 

โคลน 3/C9-F4 โคลน 3/D7-F4 โคลน  3/F7-F4 โคลน   5/G7-F4 

เคลือบจาน

หลุมดวย    

P-BSA 

เคลือบจาน

หลุมดวย    

BSA 

เคลือบจาน

หลุมดวย      

P-BSA 

เคลือบจาน

หลุมดวย    

BSA 

เคลือบจาน

หลุมดวย       

P-BSA 

เคลือบจาน 

หลุมดวย     

BSA 

เคลือบจาน

หลุมดวย     

P-BSA 

เคลือบจาน 

หลุมดวย     

BSA 

1:400  0.863 0.064 0.911 0.069 0.525 0.076  1.459* 0.077 

1:200  1.230 0.064  1.337* 0.074 0.744 0.074 1.675 0.073 

1:100   1.488* 0.062 1.591 0.080 1.31 0.063 1.833 0.065 

1:50  1.709 0.074 1.602 0.091  1.397* 0.059 1.913 0.062 

1:25  1.826 0.075 1.812 0.112 1.622 0.059 1.927 0.061 

1:5  1.858 0.068 1.943 0.175 1.766 0.063 1.950 0.068 

ซีรัมหนทูีไ่มไดมีการฉีดกระตุน 0.074 0.091 

อาหารเลี้ยงเซลล RPMI-1640 0.069 0.067 

ซีรัมหนทูีไ่ดรับการกระตุนดวยโพรเจสเทอโรน 1.631 1.981 

หมายเหตุ *คาทีแ่สดงโดยตัวเลขทึบ คือ คาการดูดกลนืแสงจากการทาํ ELISA ที่ใชแอนติเจนและแอนติบอดทีี่มคีวามเขมขนทีเ่หมาะสมสาํหรับ

ใชในการทดสอบความสามารถของแอนตบิอดีในการจบักับโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ    

       



58 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

รูปที่ 4.1 ผลการทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ ดวยวิธี 

Indirect competitive ELISA  
             
4.2 การทาํแอนติบอดีใหบริสุทธิ ์ 

 

4.2.1 การทําแอนติบอดีใหบริสุทธิ์โดยใชโครมาโตกราฟฟแบบคอลัมนสัมพรรคภาพของ  

โปรตีน เอ เซฟาโรส 

นําเซลลไฮบริโดมา 5/G7-F4 มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ที่เติม FCS 10 

เปอรเซ็นต ปริมาตร 600 มิลลิลิตร ในขวดเลี้ยงเซลลที่มีการปนกวน (Spinner flask) ขนาด 1 ลิตร 

จนไดโมโนโคลนอลแอนติบอดีสะสมอยูในอาหารเลี้ยงเซลล จากนั้นนําโมโนโคลนอลแอนติบอดีมา

ทําใหบริสุทธิ์โดยการผานคอลัมน ซึ่งมีโปรตีน เอ เซฟาโรสบรรจุอยู เนื่องจากแอนติบอดีจากเซลล            

ไฮบริโดรมามีไอโซไทปเปน IgG2a (สุปรีชา ,2548) จึงสามารถจับกับโปรตีน เอ เซฟาโรสไดดีที่ pH 

9 โดยที่โปรตีนและสารอื่น ๆ ในอาหารเลี้ยงเซลลจะไมสามารถจับกับโปรตีน เอ เซฟาโรสได แตที่

คา pH ต่ําลงการจับของแอนติบอดีตอโปรตีน เอ เซฟาโรสจะลดลง แอนติบอดีที่มีไอโซไทป

ดังกลาวจะถูกชะออกจากคอลัมนโปรตีน เอ ที่คา pH 3.5 จึงสามารถแยกแอนติบอดีออกจาก
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โปรตีนชนิดอื่นๆ ในอาหารเลี้ยงเซลลได หลังจากนั้นจึงนําสารละลายบัฟเฟอรและแอนติบอดีที่ถูก

ชะออกจากคอลัมนมาวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร (รูปที่ 4.2) จากการ

ทดลองพบวา มีโปรตีนถูกชะออกมาในลําดับสวนที่ 3 ถึง 12 และจากการทดสอบหาแอนติบอดี

ดวยวิธี indirect ELISA โดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร พบวาใหผลใน

ทํานองเดียวกัน แสดงวามีแอนติบอดีที่บริสุทธิ์อยูชวงลําดับสวนที่ 3 ถึง 12 จึงไดนําแอนติบอดีจาก

ลําดับสวนดังกลาวมารวมกัน เพื่อหาปริมาณแอนติบอดีและโปรตีนตอไป 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.2 โครมาโตแกรมของการทําแอนติบอดีที่ไดจากโมโนโคลนอลแอนติบอดี ใหบริสุทธิ์โดย

การใชโครมาโตกราฟฟแบบคอลัมนสัมพรรคภาพของโปรตีน เอ เซฟาโรส และการทํา 

ELISA ของลําดับสวน ที่ได   

 (       ) แสดงคาการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร  

(       ) แสดงคาการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตรจากการทดสอบแอนติบอดีดวยเทคนิค Indirect 

ELISA 

 

4.2.2 การวัดปริมาณโปรตีนของแอนติบอดีหลังการทําใหบริสุทธิ์ดวยวิธี BCA 

จากการหาปริมาณโปรตีนของแอนติบอดีดวยวิธี BCA เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน

ของ BSA (รูปที่ ก.1 ในภาคผนวก ก) พบวาอาหารเลี้ยงเซลลโคลน 3/G7-F4 กอนทําใหบริสุทธิ์มี

ปริมาณโปรตีน 4.27 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เมื่อผานการทําใหบริสุทธิ์มีปริมาณโปรตีน 0.64 

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ดังแสดงในตารางที่ 4.2 
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4.2.3 การหาปริมาณแอนตบิอดีดวยวิธ ีIndirect ELISA 

จากการหาปริมาณแอนติบอดีดวยวิธี Indirect ELISA เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน 

(รูปที่ ก.2 ในภาคผนวก ก) พบวาปริมาณแอนติบอดีในอาหารเลี้ยงเซลลโคลน 3/G7-F4 หลังการ

ทําใหบริสุทธิ์คือ 0.6 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เมื่อคํานวณหาคาเปอรเซ็นตความบริสุทธิ์ (% Purity) 

เปรียบเทียบกับปริมาณโปรตีน คิดเปนความบริสุทธิ์ 93.8 เปอรเซ็นตดังแสดงในตารางที่ 4.2 

 

ตารางที่ 4.2 ผลการวิเคราะหปริมาณโปรตีนและแอนติบอดีของอาหารเลี้ยงเซลลกอนและหลัง

การทําใหบริสุทธิ์แลว 

 

 ปริมาณโปรตีน ปริมาณแอนตบิอด ี ปริมาตร % recovery % purity 

mg/ml Total (mg) mg/ml Total (mg) (ml)   

กอนทาํใหบริสุทธิ ์ 4.27 2990 0.08 56.0 700 - 1.9% 

หลังทําใหบริสทุธิ ์ 0.64 10.24 0.6 9.6 16 17.1% 93.8% 

 

 4.2.4 การตรวจสอบความบริสุทธิ์ดวยเทคนิค SDS-PAGE ของแอนติบอดีหลังจากทําให

บริสุทธิ์ 

ทําการหามวลโมเลกุลของโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังจากทําใหบริสุทธิ์ดวยเทคนิค 

Sodium dodecyl sulphate poly acrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) เมื่อนํา

แอนติบอดีที่ทําใหบริสุทธิ์แลวไปตรวจสอบดวยเทคนิค SDS-PAGE หลังจากยอมดวยสี 

coomassie blue เปรียบเทียบกับแถบโปรตีนมาตรฐาน โดยแสดงผลในรูปที่ 4.3 ซึ่งคํานวณจาก

กราฟแสดงความสัมพันธระหวางคา relative mobility (Rf) กับน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีน

มาตรฐาน (รูปที่ ก.3 ในภาคผนวก ก) ทําใหทราบถึงขนาดของหนวยยอยของสายพอลิเพปไทด

ของแอนติบอดีดังแสดงในตารางที่ 4.3 พบวาในตัวอยางแอนติบอดีกอนทําใหบริสุทธิ์จะปรากฏ

แถบของโปรตีนอยางชัดเจนที่บริเวณ 80 กิโลดาลตัน (lane 2) ในตําแหนงเดียวกับแถบโปรตีนของ

ซีรัมที่ใชเติมในอาหารเลี้ยงเซลล (lane 3 ) ซึ่งคาดวาเปนโปรตีนที่มาจากซีรัม แตหลังจากผานการ

ทําใหบริสุทธิ์แลว ปรากฏวามีแถบของโปรตีนสาย Heavy chain  และ Light chain  ขนาด 60.72 

และ 25.86 กิโลดาลตัน ตามลําดับ (lane 4) (Harlow และ Lane, 1988) ทั้งนี้เนื่องจาก วิธี SDS-

PAGE นี้จะมีการทําลายพันธะไดซัลไฟด ระหวางโมเลกุลของแอนติบอดี ทําใหสวนของ heavy 
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chain และ light chain แยกออกจากกัน และไมปรากฏแถบโปรตีนที่บริเวณอื่น แสดงวา

แอนติบอดีที่ไดมีความบริสุทธิ์สูง  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.3  ผลการวิเคราะหแอนติบอดีที่ทําใหบริสุทธิ์แลวดวยวิธี SDS-PAGE  ชอง

หมายเลข 1 คือ โปรตีนมาตรฐาน (Standard protein marker  ปริมาณ 2.5 ไมโครกรัม) ชอง

หมายเลข 2 คือ ซีรัมที่ใชในการเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา (FCS ; 5 ไมโครกรัม) ชองหมายเลข 3 คือ 

อาหารเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา กอนทําใหบริสุทธิ์มี 10 % FCS (5 ไมโครกรัม) ชองหมายเลข 4 คือ 

อาหารเลี้ยงเซลลโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังทําใหบริสุทธิ์แลว (5 ไมโครกรัม)  ซึ่งมีไอโซไทปเปน 

IgG2a พบแถบของสาย Heavy  chain และ Light  chain ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
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ตารางที่ 4.3 ผลการหามวลโมเลกุลของโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังทําใหบริสุทธิ์  

        ดวยเทคนิค SDS-PAGE 

โปรตีน มวลโมเลกุล (kda) Relative mobility 

β-galactosidase 118 0.24 

BSA 86 0.36 

Ovalbumin 49 0.60 

Carbonic Anhydrase 34 0.84 

β-lactoglobulin 24 0.96 

Lysozyme 19 1.00 

Heavy chain 60.72 0.52 

Light chain 25.86 0.90 

 

4.2.5 การทดสอบความจําเพาะของแอนติบอดีหลังการทําใหบริสุทธิ์ตอโพรเจสเทอโรนใน 

รูปอิสระ 

ทําการตรวจสอบความสามารถในการจับกับโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระของโมโนโคลนอล

แอนติบอดีหลังการทําใหบริสุทธิ์ โดยการวิเคราะหดวยวิธี Indirect competitive ELISA โดย

ทดสอบกับโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระที่ความเขมขนตั้งแต 0 - 1000 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร โดยมี

ตัวควบคุมลบ คือ ซรัีมของหนูไมซที่ไมไดมีการฉีดกระตุน และตัวควบคุมบวก คือ ซีรัมของหนูไมซ

ที่ไดรับการกระตุนดวยโพรเจสเทอโรน พบวาคาการดูดกลืนแสงจะลดต่ําลงโดยแปรผกผันกับ

ปริมาณของโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระซึ่งใชในการแขงขันที่เพิ่มสูงขึ้น ดังแสดงในตารางที่ 4.4 และ

กราฟรูปที่ 4.4 แสดงวาแอนติบอดีที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ยังสามารถจับกับโพรเจสเทอโรนในรูป

อิสระได  
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ตารางที่ 4.4 ผลการทดสอบความจาํเพาะของแอนตบิอดีหลังการทําใหบริสุทธิต์อโพรเจสเทอโรน

ในรูปอิสระดวยวิธ ีIndirect competitive ELISA  
 

 

ตัวอยาง 

ความเขมขนโพรเจสเทอโรน 

ในรูปอิสระที่ใชแขงขัน 

(นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) 

คาเฉลี่ยคาการดูดกลืน

แสงที่ 450 นาโนเมตร 

 

 

 

 

 

 

แอนติบอดีหลงัการ 

ทําใหบริสุทธิ ์

0 1.392 

 0.24 1.386 

 0.49 1.284 

0.98 1.269 

 1.95 1.254 

3.9 1.170 

7.8 1.064 

 15.6 0.919 

31.2 0.707 

62.5 0.473 

125 0.234 

250 0.145 

500 0.108 

1000 0.102 

ซีรัมหนูไมซที่ไมไดฉีดกระตุน   0.052 

อาหารเลีย้งเซลล RPMI-1640    0.046 

ซีรัมหนูไมซทีฉ่ีดกระตุนดวย 

โพรเจสเทอโรน 

 

1.089 
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รูปที่ 4.4 ผลการทดสอบความจําเพาะของแอนติบอดีบริสุทธิ์ตอโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระดวยวิธี 

Indirect competitive ELISA  
 
4.3 การเตรยีมชุดตรวจสอบ 
 
 4.3.1 การเตรียมชุดตรวจสอบแบบ Direct competitive ELISA (Ag captured)  

4.3.1.1 การหาอัตราสวนที่ เหมาะสมในการจับกันระหวางแอนติบอดีกับ 

โพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอกับ HRP (Pr-HRP) 

ทําการหาอัตราสวนที่เหมาะสมในการจับระหวางแอนติบอดีที่เคลือบหลุมกับ 

Pr-HRP สําหรับการเตรียมชุดตรวจสอบแบบ Direct competitive ELISA (Ag captured) โดยทํา

การแปรคาความเขมขนของแอนติบอดีในชวง 0, 0.125, 0.25, 0.5, 1 และ 2 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร และเจือจาง Pr-HRP อยูในชวง 1:1,000-10,000 เทา โดยมีเกณฑในการกําหนด

อัตราสวนที่เหมาะสม คือ อัตราสวนที่ใหคาการดูดกลืนแสงในการทํา Direct ELISA ประมาณ 1 

หรือใกลเคียง ไดผลดังแสดงในตารางที่ 4.5 พบวาไดความเขมขนของแอนติบอดีและแอนติเจนที่

ใหคาการดูดกลืนแสงที่เหมาะสม 3 อัตราสวน คือ แอนติบอดี 0.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรกับ     

Pr-HRP เจือจาง 1:4,000 และ 1:5,000 แอนติบอดี 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรกับ Pr-HRP 

1:10,000 ตามลําดับ จึงนาํความเขมขนที่เหมาะสมดังกลาวไปใชในการหาความไวของแอนติบอดี

ตอโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระตอไป  
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ตารางที่ 4.5 ผลการหาอัตราสวนที่เหมาะสมของแอนตบิอดีกับ Pr-HRP ดวยวธิ ี Direct ELISA 

เพื่อใชในการเตรียมชุดตรวจสอบแบบ Direct competitive ELISA (Ag captured) 

Pr-HRP 

(อัตราการเจือจาง) 

คาการดูดกลนืแสงที่ 450 นาโนเมตร 

ความเขมเขนของแอนติบอดี  (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

0 0.125 0.25 0.5 1 2 

1:1,000 0.211 0.474 0.987 2.186 2.635 2.687 

1:2,000 0.193 0.366 0.829 1.899 2.542 2.364 

1:3,000 0.183 0.387 0.760 1.741 2.505 2.493 

1:4,000 0.137 0.251 0.517  1.407* 2.058 2.014 

1:5,000 0.106 0.268 0.537  1.347* 1.808 1.840 

1:10,000 0.098 0.149 0.260 0.713  1.230* 1.281 

หมายเหต ุ*คาที่แสดงโดยตัวเลขทึบ คือ คาการดูดกลนืแสงจากการทาํ ELISA ที่ใช

แอนติเจนและแอนติบอดีที่มคีวามเขมขนทีเ่หมาะสมสาํหรับใชในการทดสอบความสามารถของ

แอนติบอดีในการจับกับโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ 

 

4.3.1.2 การทดสอบหาขีดความสามารถในการตรวจของชุดตรวจสอบตนแบบ 

ทําการทดสอบหาขีดความสามารถในการตรวจของชุดตรวจสอบตนแบบ โดยใช

ความเขมขนที่เหมาะสมของแอนติบอดีที่เคลือบหลุม และ Pr-HRP ที่หาได จากขอ 4.3.1.1 และ

แปรปริมาณโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระที่มาแขงขันการจับในชวง 0-1000 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร 

วิเคราะหคาการดูดกลืนแสงเพื่อนํามาสรางกราฟ %B/B0 โดยที่ B คือคาการดูดกลืนแสงในภาวะ

ที่มีโพรเจสเทอโรนอิสระที่ความเขมขนตางๆ และ B0 คือ คาการดูดกลืนแสงในภาวะที่ไมมี        

โพรเจสเทอโรน จากนั้นทําการหาคา IC50 ซึ่งเปนคาความเขมขนของโพรเจสเทอโรนอิสระที่ใหคา 

%B/B0 เทากับ 50% จากการทดลองพบวาลักษณะและความชันของกราฟที่ภาวะตางๆจะ

ใกลเคียงกันดังแสดงในรูปที่ 4.5 โดยเมื่อใชแอนติบอดีที่ความเขมขน 0.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร

และความเขมขนของ Pr-HRP ที่เจือจาง 1:4,000 ใหคา IC50 เทากับ 84.62 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร 

เมื่อใชแอนติบอดีที่ความเขมขน 0.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรและความเขมขนของ Pr-HRP ที่เจือ

จาง 1:5,000 ใหคา IC50 เทากับ 42.12  นาโนกรัมตอมิลลิลิตร และเมื่อใชแอนติบอดีที่ความ

เขมขน 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรและความเขมขนของ Pr-HRP ที่เจือจาง 1:10,000 ใหคา IC50 

เทากับ 62.45 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร จากการเปรียบเทียบคา IC50 ที่ไดจากทั้ง 3 ภาวะ พบวาเมื่อ
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ใชแอนติบอดีที่ความเขมขน 0.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรและความเขมขนของ Pr-HRP ที่เจือจาง 

1:5,000 จะใหคา IC50 ต่ําที่สุด แสดงวาเปนความเขมขนที่เหมาะสมที่สุดที่ทําใหการตรวจมีความ

ไวสูงสุด 
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รูปที่ 4.5 ผลการทดสอบความไวของแอนติบอดีกับโพรเจสเทอโรนในรปูอิสระโดยแปรอัตราสวน 

ระหวางแอนติบอดีกับ Pr-HRP ดวยวิธี Direct competitive ELISA (Ag captured)  

 

4.3.2 การเตรยีมชุดตรวจสอบแบบ Direct competitive ELISA (Ag captured) ทีเ่คลือบ

หลุมดวยแอนติบอดีของแพะที่จําเพาะตอแอนติบอดีของหนูไมซ 

4.3.2.1 การหาอัตราสวนที่เหมาะสมในการจับกันระหวางแอนติบอดีกับ 

Pr-HRP  

หาอัตราสวนในการจับที่เหมาะสมระหวางแอนติบอดีกับ Pr-HRP โดยวิธี direct 

ELISA โดยเคลือบหลุมของจานชนิด 96 หลุม ดวยแอนติบอดีของแพะที่จําเพาะตอแอนติบอดีของ

หนูไมซที่เจือจาง 1:500 กอน แลวจึงทําการแปรความเขมขนของแอนติบอดีตอโพรเจสเทอโรนที่  

0, 0.125, 0.25, 0.5, 1, 2, 4 และ 8 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ Pr- HRP ที่เจือจาง 1:4,000, 

1:8,000, 1:16,000, 1:32,000 และ 1:64,000 พบวาไดความเขมขนของแอนติบอดีและแอนติเจน

ที่ใหคาการดูดกลืนแสงท่ีเหมาะสม 3 อัตราสวน ดังแสดงในตารางที่ 4.6 คือ แอนติบอดี 1 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรกับ Pr- HRP เจือจาง 1:4,000 แอนติบอดี 2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรกับ    
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Pr- HRP เจือจาง 1:4,000 และ 1:8,000 ตามลําดับ แลวนําความเขมขนที่เหมาะสมดังกลาวไปใช

ในการหาความไวตอโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระตอไป 

ตารางที่ 4.6 ผลการหาอัตราสวนที่เหมาะสมของแอนตบิอดีกับ Pr-HRP ดวยวิธ ี Direct ELISA 

เพื่อใชในการเตรียมชุดตรวจสอบแบบ Direct competitive ELISA (Ag captured) 

ที่เคลือบหลุมดวยแอนติบอดีของแพะที่จาํเพาะตอแอนติบอดีของหนไูมซ 

 

Pr-HRP 

(อัตราการเจือจาง)

คาการดูดกลนืแสงที่ 450 นาโนเมตร 

ความเขมเขนของแอนติบอดี  (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

0 0.125 0.25 0.5 1 2 4 8 

1:4,000 0.223 0.974 1.097 1.036 1.325* 1.321* 1.108 0.880 

1:8,000 0.090 0.682 0.890 0.995 0.963 1.173* 0.792 0.612 

1:16,000 0.068 0.694 0.847 0.906 0.836 0.716 0.525 0.359 

1:32,000 0.057 0.552 0.650 0.724 0.639 0.488 0.343 0.279 

1:64,000 0.048 0.331 0.408 0.426 0.374 0.285 0.198 0.146 

หมายเหต ุ*คาที่แสดงโดยตัวเลขทึบ คือ คาการดูดกลนืแสงจากการทาํ ELISA ที่ใช

แอนติเจนและแอนติบอดีที่เปนความเขมขนที่เหมาะสมสําหรับใชในการทดสอบความสามารถของ

แอนติบอดีในการจับกับโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ 

 

4.3.2.2 การทดสอบหาขีดความสามารถในการตรวจของชุดตรวจสอบตนแบบ 

  ทําการทดสอบหาขีดความสามารถในการตรวจของชุดตรวจสอบตนแบบดวยวิธี 

Direct competitive ELISA โดยอัตราสวนที่เหมาะสมระหวางแอนติบอดีกับ Pr-HRP 3 อัตราสวน 

จาก 4.3.2.1 แลวแปรความเขมขนของโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระเปนตัวแขงขันในชวง 0-4,000  

นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ซึ่งแสดงผลในรูปของ %B/B0 ไดผลดังแสดงในรูป 4.6 จากการคํานวณหา

คา IC50 ของแตละอัตราสวน พบวาในภาวะที่ใชแอนติบอดี 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ Pr-HRP 

ที่เจือจาง 1:4,000 เทา ใหคา IC50 เทากับ 77.19 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร สวนในภาวะที่ใช

แอนติบอดี 2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ Pr-HRP ที่เจือจาง 1:4,000 และ 1:8,000 เทา จะใหคา 

IC50 เทากับ 216.4 และ 97.34 นาโนกรัมตอมิลลิตร ตามลําดับ พบวาอัตราสวนที่ใหความไวสูงสุด 

คือ แอนติบอดี 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ Pr-HRP ที่เจือจาง 1:4,000 เทา นอกจากนี้ ยังพบวา 

ในภาวะที่ใชแอนติบอดีและ Pr-HRP ที่มีความเขมขนต่ําจะใหความไวที่สูงกวาภาวะที่ใช
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แอนติบอดีและ Pr-HRP ที่มีความเขมขนสูง ทั้งนี้อาจเนื่องมาจาก มีปริมาณของแอนติบอดีที่

เหลืออยูจะจับกับ Pr-HRP ที่เหลือจากการจับอยูมากเกินไป ทําใหสวนที่เหลือนี้ไปจับกับ

แอนติบอดีที่เหลือบหลุมไดมาก สงผลใหเห็นความแตกตางในการแขงขันไดนอยลง 
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Ab 2 ug/ml, Pr-HRP 1:4,000

Ab 1 ug/ml, Pr-HRP 1:4,000

Ab 2 ug/ml, Pr-HRP 1:8,000
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%
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รูปที่ 4.6 ผลการทดสอบความไวของแอนติบอดีกับโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระโดยแปรอัตราสวน 

             ระหวางแอนติบอดีกับ Pr-HRP ดวยวิธี Direct competitive ELISA  

             (Ag captured) ที่เคลือบหลุมดวยแอนติบอดีของแพะที่จําเพาะตอแอนติบอดีของหนูไมซ  

 

4.3.3 การเตรียมชุดตรวจสอบแบบ Indirect competitive ELISA (Ab captured) 

4.3.3.1 การหาอัตราสวนที่เหมาะสมในการจับกันระหวางแอนติบอดีกับ 

โพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอกับ BSA (Pr-BSA)  

ทําการหาอัตราสวนที่เหมาะสมระหวางแอนติบอดีกับ Pr-BSA สําหรับวิธี 

Indirect ELISA โดยเคลอืบพื้นที่ผิวในหลุมของจานชนิด 96 หลุม ดวยโพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอ

กับ BSA ที่ความเขมขน 0, 0.25, 0.5, 0.75, 1 และ 1.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  แลวจึงทําการแปร

ความเขมขนของแอนติบอดีที่ 10, 50, 100, 150, 200, 250 และ 300 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร แลว

เลือกอัตราสวนที่ใหคาการดูดกลืนแสงใกลเคียง 1 ไดผลดังแสดงในตารางที่ 4.7 พบวาไดความ

เขมขนของแอนติบอดีและแอนติเจนที่ใหคาการดูดกลืนแสงที่เหมาะสม 3 อัตราสวน คือ ภาวะที่

ความเขมขนของแอนติบอดี 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรกับโพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอกับ BSA อยูที่ 
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0.5, 0.75 และ 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ แลวนําความเขมขนที่เหมาะสมดังกลาวไปใช

ในการหาความไวตอโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระตอไป 

 

ตารางที่ 4.7 ผลการหาอัตราสวนที่เหมาะสมของแอนติบอดีกับ Pr-BSA ดวยวิธ ีIndirect ELISA 

      เพื่อใชในการเตรียมชุดตรวจสอบแบบ Indirect competitive ELISA (Ab captured) 

  

ความเขมขนของแอนติบอดี 

(นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) 

คาการดูดกลนืแสงที่ 450 นาโนเมตร 

ความเขมขนของ Pr-BSA  (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

0.25 0.5 0.75 1 1.5 

0 0.113 0.121 0.171 0.447 0.153 

10 0.990 1.357* 1.435* 1.558* 1.808 

50 2.206 2.385 2.409 2.102 2.536 

100 2.417 2.579 2.586 2.441 2.623 

150 2.506 2.633 2.636 2.104 2.696 

200 2.533 2.580 2.597 2.439 2.683 

250 2.553 2.631 2.626 2.509 2.692 

300 2.574 2.656 2.641 2.573 2.676 

หมายเหต ุ*คาที่แสดงโดยตัวเลขทึบ คือ คาการดูดกลนืแสงจากการทาํ ELISA ที่ใช

แอนติเจนและแอนติบอดีที่มคีวามเขมขนทีเ่หมาะสมสาํหรับใชในการทดสอบความสามารถของ

แอนติบอดีในการจับกับโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ 
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4.3.3.2 การทดสอบหาขีดความสามารถในการตรวจของชุดตรวจสอบตนแบบ 

  หลังจากทราบอัตราสวนที่เหมาะสมระหวางแอนติบอดีกับ Pr-BSA สําหรับทํา 

ELISA จึงทําการทดสอบหาความไวของแอนติบอดี โดยการใชโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระที่ความ

เขมขนตั้งแต 0-1,000 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร เพื่อนํามาแขงขันในการทํา Indirect competitive 

ELISA (Ab captured) ไดผลแสดงในรูปที่ 4.7 พบวาเมื่อใช Pr-BSA 0.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

จับกับแอนติบอดี 10 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ใหคา IC50 เทากับ 15.88 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร เมื่อใช 

Pr-BSA 0.75 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรกับแอนติบอดี 10 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ใหคา IC50 เทากับ 

24.96 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร และเมื่อใช Pr-BSA 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรกับแอนติบอดี 10      

นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ใหคา IC50 เทากับ 47.49 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร สรุปไดวาเมื่อใช Pr-BSA 

0.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จับกับแอนติบอดี 10 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร เปนอัตราสวนระหวาง

แอนติบอดีกับแอนติเจนที่ใหความไวมากที่สุด ใหคา IC50 ต่ําที่สุด เนื่องจากเมื่อทําการเคลือบหลุม

ดวย Pr-BSA แลวเติมแอนติบอดีลงไปพรอมกับโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ โอกาสที่แอนติบอดีจับ

กับโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระนั้น มีมากกวา Pr-BSA ที่เคลือบอยูบนพื้นผิวของหลุม ซึ่งอัตราสวนนี้

มีปริมาณของแอนติบอดีและ Pr-BSA นอยกวาอัตราสวนอื่น จึงไปจับกับโพรเจสเทอโรนในรูป

อิสระไดหมด ไมเหลือแอนติบอดีไปจับกับ Pr-BSA จึงทําใหมีความไวสูงสุด  
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รูปที่ 4.7 ผลการทดสอบความไวของแอนติบอดีกับโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระโดยแปรอัตราสวน 

ระหวางแอนตบิอดีกับ Pr-BSA ดวยวธิี Indirect competitive ELISA    

(Ab captured)  

 

4.3.4 การเตรียมชุดตรวจสอบแบบ Direct competitive ELISA (Ab captured)  

4.3.4.1 การหาอัตราสวนที่เหมาะสมในการจับกันระหวาง Pr-BSA กับแอนติบอดี

ที่เชื่อมตอกับไบโอติน  

ทําการหาอัตราสวนในการจับที่เหมาะสมระหวาง Pr-BSA ที่เคลือบหลุมกับ

แอนติบอดีที่เชื่อมตอกับไบโอตินที่เหมาะสมในการเตรียมชุดตรวจสอบแบบ Direct competitive 

ELISA (Ab captured) โดยทาํการแปรคาความเขมขนของ Pr-BSA เทากับ 0, 0.125, 0.25, 0.5 

และ 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และเจือจางแอนติบอดีที่เชื่อมตอกับไบโอติน อยูในชวง 1:1,000 - 

1:64,000 เทา และเมื่อนําแอนติบอดีที่เชื่อมตอกับไบโอตินที่ความเขมขนตางๆ มาทดสอบโดยไมมี

การเคลือบหลุมดวย Pr-BSA พบวาใหผลเปนลบซึ่งเปนการยืนยันวาแอนติบอดีที่เชื่อมตอกับ     

ไบโอตินจะจับกับ Pr-BSA เทานั้น อีกทั้งยังไดความเขมขนของแอนติบอดีและแอนติเจนที่ใหคา

การดูดกลืนแสงที่เหมาะสม 4 อัตราสวน คือ Pr-BSA 0.125 และ 0.25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรกับ

แอนติบอดีที่เชื่อมตอกับไบโอตินเจือจาง 1:8,000 เทา และ Pr-BSA 0.25 และ 0.50 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตรกับแอนติบอดีที่เชื่อมตอกับไบโอตินเจือจาง 1:16,000 เทา ตามลําดับ ดังแสดงในตาราง

ที่ 4.8 นําความเขมขนที่เหมาะสมดังกลาวไปใชในการหาความไวตอโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ

ตอไป 
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ตารางที่ 4.8 ผลการหาอัตราสวนที่เหมาะสมของ Pr-BSA กับแอนติบอดีที่เชื่อมตอกบัไบโอติน 

ดวยวิธ ี Direct ELISA เพือ่ใชในการเตรยีมชุดตรวจสอบแบบ Direct competitive 

ELISA (Ab captured) 

 

แอนติบอดี 

ที่เชื่อมตอกับไบโอติน 

(อัตราการเจือจาง) 

คาการดูดกลนืแสงที่ 450 นาโนเมตร 

ความเขมขนของ Pr-BSA (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

0 0.125 0.25 0.5 1 

1:1,000 0.184 3.066 3.079 3.120 3.036 

1:2,000 0.163 2.869 2.919 3.037 2.962 

1:4,000 0.136 2.348 2.894 2.992 2.897 

1:8,000 0.092 1.178* 1.781* 2.508 2.656 

1:16,000 0.073 0.642 1.112* 1.614* 1.821 

1:32,000 0.078 0.381 0.552 0.898 1.085 

1:64,000 0.086 0.27 0.382 0.607 0.733 

หมายเหต ุ*คาที่แสดงโดยตัวเลขทึบ คือ คาการดูดกลนืแสงจากการทาํ ELISA ที่ใช

แอนติเจนและแอนติบอดีที่มคีวามเขมขนทีเ่หมาะสมสาํหรับใชในการทดสอบความสามารถของ

แอนติบอดีในการจับกับโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ 

 

4.3.4.2 การทดสอบหาขีดความสามารถในการตรวจของชุดตรวจสอบตนแบบ

   

ทําการทดสอบหาความสามารถในการจับของแอนติบอดีที่เชื่อมตอกับไบโอติน

กับโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระดวยวิธี competitive ELISA จากอัตราสวนที่เหมาะสม 3 อัตราสวน

ในขอ 4.3.2.1 แลวแปรความเขมขนของโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระเปนตัวแขงขันในชวง 0-1,000 

นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ซึ่งแสดงผลในรูปของ %B/B0 ดังแสดงในรูป 4.8 จากการคํานวณหาคา IC50 

ของแตละอัตราสวน พบวาในภาวะที่ใช Pr-BSA ความเขมขน 0.125 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ

แอนติบอดีที่เชื่อมตอกับไบโอตินที่เจือจาง 1:8,000 เทา ใหคา IC50 เทากับ 11.42 นาโนกรัมตอ

มิลลิลิตร สวนในภาวะที่ใช Pr-BSA ความเขมขน 0.25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และแอนติบอดีที่

เชื่อมตอกับไบโอตินที่เจือจาง 1:8,000 เทา ใหคา IC50 เทากับ 34.72 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร สวน
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ในภาวะที่ใช Pr-BSA ความเขมขน 0.25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และแอนติบอดีที่เชื่อมตอกับ     

ไบโอตินที่เจือจาง 1:16,000 เทา ใหคา IC50 เทากับ 14.62 นาโนกรัมตอมิลลิลิตรและในภาวะที่ใช 

Pr-BSA ความเขมขน 0.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และแอนติบอดีที่เชื่อมตอกับไบโอตินที่เจือจาง 

1:16,000 เทา ใหคา IC50 เทากับ 17.15 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ แสดงใหเห็นอัตราสวนที่

ใหความไวมากที่สุดคือ Pr-BSA ความเขมขน 0.125 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และแอนติบอดีที่

เชื่อมตอกับไบโอตินที่เจือจาง 1:8,000 เทา นอกจากนี้ ยังพบวา ในภาวะที่ใช Pr-BSA และ

แอนติบอดีที่เชื่อมตอกับไบโอตินที่มีความเขมขนต่ําจะใหความไวที่สูงกวาภาวะที่มีความเขมขนสูง 

และการใชไบโอตินจะชวยขยายสัญญาณทําใหชุดตรวจสอบวิธี Direct competitive ELISA     

(Ab captured) นี้ มีความไวสูง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.8 ผลการทดสอบความไวของแอนติบอดีกับโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระโดยแปรอัตราสวน

ระหวาง Pr-BSA กับแอนติบอดีที่เชื่อมตอกับไบโอตินดวยวิธี Direct competitive ELISA               

(Ab captured)  
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4.3.5 การวิเคราะหเปรียบเทียบชุดตรวจสอบ ELISA แบบตางๆ 

เมื่อวิเคราะหชุดตรวจสอบทั้ง 4 แบบที่พัฒนาขึ้น โดยเทคนิค ELISA และเปรียบเทียบ

ความไวของชุดตรวจสอบจากคา IC50 และ LOD ไดผลสรุปดังแสดงในตาราง 4.9 โดยพบวาชุด

ตรวจสอบแบบ Direct competitive ELISA (Ab captured) มีความไวสูงสุด เนื่องจากใชปฏิกิริยา

ระหวาง biotin-streptavidin ทําใหเกิดการขยายสัญญาณไดโดย streptavidin ซึ่งเปนโปรตีนชนิด

หนึ่งที่มีคุณสมบัติเปนยาปฏิชีวนะ ถูกสรางขึ้นโดย Streptomyces avidinii ซึ่ง streptavidin 1 

โมเลกุลสามารถจับกับไบโอตินได 4 โมเลกุล ทําใหชุดตรวจสอบแบบ Direct competitive ELISA 

(Ab captured) นี้มีความไวสูงสุด (Diamandis และ Christopoulos, 1991)  

เมื่อวิเคราะหชุดตรวจสอบแบบ Indirect competitive ELISA (Ab captured) ซึ่งมีความ

ไวนอยกวาชุดตรวจสอบแบบ Direct competitive ELISA (Ab captured) โดยมีคา IC50 เทากับ 

15.88 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร จากการพิจารณาตนทุนและความสะดวกในการใชงาน จะเห็นไดวา

ชุดตรวจสอบแบบ Indirect competitive ELISA (Ab captured) มีขั้นตอนและเวลาในการทดสอบ

นานกวาชุดตรวจสอบแบบอื่น อีกทั้งตองใช HPR-conjugated goat anti-mouse IgG เปน

แอนติบอดี  ทุติยภูมิซึ่งจําเพาะตอแอนติบอดีปฏิยภูมิ ทําใหมีตนทุนในการผลิตเพิ่มมากขึ้น ชุด

ตรวจสอบแบบนี้จึงไมเหมาะสมในการนํามาพัฒนาเปนชุดตรวจสอบโพรเจสเทอโรนตนแบบ  

เมื่อวิเคราะหชุดตรวจสอบแบบ Direct competitive ELISA (Ag captured) ซึ่งมีความไว

รองลงมา จากชุดตรวจสอบแบบ Indirect competitive ELISA (Ab captured) โดยมีคา IC50 

เทากับ 42.12 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร จาการพิจารณาตนทุนและความสะดวกในการใชงาน จะเห็น

ไดวาชุดตรวจสอบแบบ Direct competitive ELISA (Ag captured) มีตนทุนในการเตรียมต่ํากวา

ชุดแบบอื่นๆ เนื่องจากใชเพียงแอนติบอดี และPr-HRP เทานั้น แตอยางไรก็ตามเมื่อคํานึงถึงความ

ไวของชุดตรวจสอบ ชุดตรวจสอบแบบนี้จึงไมเหมาะสมในการนํามาพัฒนาเปนชุดตรวจสอบ      

โพรเจสเทอโรนตนแบบ 

เมื่อวิเคราะหชุดตรวจสอบแบบ Direct competitive ELISA (Ag captured) ที่เคลือบหลุม

ดวยแอนติบอดีของแพะที่จําเพาะตอแอนติบอดีของหนูไมซ จะเหมือนกันกับชุดตรวจสอบแบบ 

Direct competitive ELISA (Ag captured) เพียงแตมีการใชแอนติบอดีของแพะที่จําเพาะตอ

แอนติบอดีของหนูไมซในการเคลือบหลุมกอนเทานั้น โดยคาดวาเมื่อใชแอนติบอดีของแพะที่

จําเพาะตอแอนติบอดีของหนูไมซ เคลือบหลุมกอนเพื่อใหสวน Fc ของแอนติบอดีจับกับสวนของ 

Fab ของแอนติบอดีของแพะ สงผลใหสวน Fab ของแอนติบอดีไปจับกับแอนติเจนไดมากขึ้น ทําให

ชุดตรวจสอบที่ไดมีความไวสูงมากขึ้น (Schneider และ Hammock, 1992) แตพบวาชุดตรวจสอบ
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แบบนี้มีความไวนอยกวาชุดตรวจสอบแบบอื่นๆ โดยมีคา IC50 เทากับ 77.19 นาโนกรัมตอ

มิลลิลิตร ซึ่งอาจเนื่องมาจากการที่แอนติบอดีของแพะที่จําเพาะตอแอนติบอดีของหนูที่ใชเคลือบ

หลุมนั้น ใชสวนของ Fab ไปในการยึดติดกับพื้นผิว ทําใหเหลือสวนของ Fab นอย ทําใหแอนติบอดี

ที่จําเพาะตอโพรเจสเทอโรนซึ่งจะจับ Fab สามารถจับไดในปริมาณที่ลดลง ทําใหความสามารถใน

การแขงขันการจับของโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระลดลง จึงสงผลให ELISA ชนิดนี้มีความไวลดลง  

อยางไรก็ตามในการเตรียมชุดตรวจสอบไมวาจะเตรียมชุดตรวจสอบแบบใด ส่ิงที่เปน

ปจจัยที่สําคัญที่สุด คือ ความสามารถเฉพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่นํามาใชเตรียมชุด

ตรวจสอบ ซึ่งจะสงผลโดยตรงกับความไวของชุดตรวจสอบที่ได และตองพิจารณาความสะดวกใน

การใชงานขั้นตอนและเวลาในการทดสอบงายและรวดเร็ว จากการวิเคราะหเปรียบเทียบชุด

ตรวจสอบ ELISA แบบตางๆทั้ง 4 แบบขางตนแลว จะเห็นไดวาชุดตรวจสอบแบบ Direct 

competitive ELISA (Ab captured) มีความไวสูงกวา ELISA แบบอ่ืนๆ โดยมีคา IC50 เทากับ 

11.42 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร และ LOD  เทากับ 2.20 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร เมื่อพิจารณาความ

สะดวกในการใชงานขั้นตอนและเวลาในการทดสอบก็มีความเหมาะสม ดังนั้นชุดตรวจสอบแบบ 

Direct competitive ELISA (Ab captured) จึงมีความเหมาะสมในการนําไปใชงานในเชิงพาณิชย 

ดังนั้น จึงไดเลือก ELISA ระบบดังกลาวสําหรับเตรียมเปนชุดตรวจสอบตนแบบ เพื่อทําการหา

ประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบตอไป 
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ตารางที่ 4.9 สรุปผลการเปรียบเทียบชุดตรวจสอบ ELISA แบบตางๆ  

 

รูปแบบของชุดตรวจสอบ 

 อัตราสวนระหวาง

แอนติเจน 

และแอนติบอดี 

เวลาในการ

ทดสอบ 

(ชั่วโมง) 

IC50 

(ng/ml) 

LOD 

(ng/ml) 

Direct competitive 

ELISA(Ag captured) 

Ab 0.5 μg/ml 

Pr-HRP 1:5,000 

 

 

1.30 42.12 5.44 

Direct competitive 

ELISA (Ag captured)  

Pre coated with goat 

anti mouse Ig 

 

Ab 1 μg/ml 

Pr-HRP 1:4,000 

goat anti mouse 1: 

500 

 

 

 

1.30 

 

77.19 8.47 

Indirect competitive 

ELISA (Ab captured) 

Pr-BSA 0.5 μg/ml 

Ab 10 ng/ml 

 

 

3.30 

 

15.88 3.50 

Direct competitive 

ELISA (Ab captured) 

Pr-BSA 0.125 μg/ml 

Ab-biotin 1:8,000 

 

2.40 

 

11.42 2.20 

 
 
4.4 การเตรยีมชุดตรวจสอบตนแบบดวยวธิี Direct competitive ELISA (Ab captured) 

4.4.1 การสรางกราฟมาตรฐาน 

หลังจากการคัดเลือกชุดตรวจสอบที่มีความไวสูงสุดดังที่กลาวขางตน จึงทําการเตรียมชุด

ตรวจสอบตนแบบดวยวิธี Direct competitive ELISA (Ab captured) ตามขั้นตอนในขอ 3.4.5.4 

โดยใชความเขมขนของ Pr-BSA เคลือบหลุมเทากับ 0.125 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และแอนติบอดี

ที่เช่ือมตอกับไบโอติน เจือจาง 1:8,000 เทา และแปรความเขมขนของโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ

เปนตัวแขงขันในชวง 0-1,000 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร (ตารางที่ ก.3 ในภาคผนวก ก) แลวนําผลที่

ไดมาหาคาเฉลี่ยของคาการดูดกลืนแสง คา %B/B0 และคาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) ซึ่งแสดงผล
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ในตารางที่ 4.10 และนําขอมูลดังกลาวมาสรางกราฟโดยใชโปรแกรม GraphPad Prism 4.03 โดย

ใหแกน X เปนลอการิทึมของความเขมขนของโพรเจสเทอโรนมีหนวยเปนนาโนกรัมตอมิลลิลิตร 

และแกน Y เปน %B/B0 โดยที่ B คือคาการดูดกลืนแสงโดยวิธี Direct competitive ELISA (Ab 

captured) ที่มีโพรเจสเทอโรนอิสระที่ความเขมขนตางๆ เปนตัวแขงขัน และ B0 คือ คาการดูดกลืน

แสงที่ไมมีโพรเจสเทอโรนเปนตัวแขงขัน ไดกราฟแสดงดังรูปที่ 4.9 จากนั้นทําการเลือกชวงความ

เขมขนของโพรเจสเทอโรนที่สามารถสรางกราฟเสนตรง พบวา ชวงความเขมขนของโพรเจสเทอโรน

ที่จะนํามาสรางเปนกราฟมาตรฐานที่มีลักษณะเปนเสนตรง คือชวง 0, 1, 2.5, 5, 10, 25 และ 50 

นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ไดกราฟมาตรฐานแสดงดังรูปที่ 4.10 

 

ตารางที่ 4.10 ผลของคาการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร คา %B/B0 และคาเบีย่งเบนมาตรฐาน 

(SD) ที่ไดจากการทาํ Direct competitive ELISA (Ab captured) สําหรับสราง

กราฟมาตรฐานของชุดตรวจสอบโพรเจสเทอโรนตนแบบ 

 

ความเขมขนโพรเจสเทอโรน 

(นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) 

คาการดูดกลนืแสงที ่

450 นาโนเมตร 
%B/B0 SD 

0          1.446 100.00 0.01 

1          1.309 90.54 0.01 

2.5          1.059 73.26 0.05 

5          0.836 57.81 0.02 

10          0.686 47.41 0.03 

25          0.556 38.45 0.01 

50          0.229 15.81 0.01 
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รูปที่ 4.9 กราฟแสดงชวงความเขมขนของโพรเจสเทอโรนดวยโปรแกรม GraphPad Prism 

               เพื่อใชในการสรางกราฟมาตรฐานของชุดตรวจสอบตนแบบ 

 

 
รูปที่ 4.10 กราฟมาตรฐานของชุดตรวจสอบตนแบบ Direct competitive ELISA  

(Ab captured) 

 

  

 

(ng/ml) 
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 4.4.2 การศึกษาปจจยัของเวลาและอุณหภูมิที่ใชในการบมโพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอ BSA 

กับแอนติบอดีที่เชื่อมตอไบโอติน และโพรเจสเทอโรนในรปูอิสระ 

 ในการพัฒนาชุดตรวจสอบสิ่งที่เปนปจจัยที่สําคัญที่สุด คือ ความไวของชุดตรวจสอบ 

ความสะดวกในการใชงาน ขั้นตอนและเวลาในการทดสอบที่งายและรวดเร็ว ในการพัฒนาชุด

ตรวจสอบตนแบบจึงตองคํานึงถึงเวลาและอุณหภูมิที่สะดวกและงายตอการใชงาน โดยทําการแปร

เวลาและอุณหภูมิที่ใชในการบมตัวอยางตามขอ 3.4.5.2 โดยจะเลือกเวลาที่ใชในการบมที่

เหมาะสมที่สุด และอุณหภูมิที่สะดวกตอการใชงานมากที่สุด จากผลการทดลอง พบวา กราฟ

มาตรฐานของแตละชุดการทดลองมีคาใกลเคียงกันดังแสดงในรูปที่ 4.11 ซึ่งพิจารณาจากคา R2 ที่

มีคาใกลเคียงกัน แตเมื่อพิจารณาผลที่ทําการบม 1 ชั่วโมง หลุมที่ไมมีการเติมโพรเจสเทอโรนใหคา

การดูดกลืนแสงที่ต่ํากวา 1 ดังแสดงในตารางที่ 4.11 จึงไมเหมาะสมในการบม เมื่อพิจารณา

อุณหภูมิจากการบมที่อุณหภูมิหอง และบมที่ 37⁰C เปนเวลา 1:30 ชั่วโมงและ 2 ชั่วโมง 

ตามลําดับ พบวามีคา R2  อยูในชวงที่ยอมรับได ดังนั้นจึงเลือกใชอุณหภูมิในการบมที่อุณหภูมิหอง

เปนเวลา 1:30 ชั่วโมง ซึ่งเปนเวลานอยที่สุดที่ใหคาการดูดกลืนแสงใกลเคียง 1 และอุณหภูมิที่

สะดวกและงายตอการใชกับชุดตรวจสอบโพรเจสเทอโรนตนแบบดวยวิธี Direct competitive 

ELISA (Ab captured) นี้ 
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ตารางที่ 4.11 ผลของการศึกษาเวลาและอุณหภูมิที่ใชในการบมโพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอ BSA 

กับแอนติบอดีที่เชื่อมตอไบโอติน และโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระของชุดตรวจสอบ

ตนแบบ  

ความเขมขน 

โพรเจสเทอโรน 
(นาโนกรัม
ตอมิลลิลิตร) 

คาการดูดกลนืแสงที่ 450 นาโนเมตร 

 
1 hr RT 1 hr 37⁰C 

 
1:30 hr RT 

 
1:30 37⁰C 

 
2 hr RT 

 
2 hr 37⁰C 

0 0.780 0.875 1.071 1.121 1.122 1.288 

1 0.625 0.732 1.026 1.086 1.039 1.231 

2.5 0.565 0.632 0.857 0.947 0.875 1.106 

5 0.472 0.521 0.622 0.809 0.644 0.791 

10 0.315 0.436 0.495 0.647 0.448 0.586 

25 0.235 0.327 0.242 0.277 0.304 0.379 

50 0.077 0.101 0.157 0.176 0.193 0.198 

R2 0.986 0.961 0.990 0.973 0.989 0.991 
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รูปที่ 4.11 กราฟมาตรฐานของชุดตรวจสอบตนแบบ Direct competitive ELISA  

               (Ab captured) ในภาวะการบมตางๆ 

4.4.3 การทดสอบปฏิกิริยาขามของชุดตรวจสอบโพรเจสเทอโรนตนแบบ 

จากการทดสอบปฏิกิริยาขามของชุดตรวจสอบโพรเจสเทอโรนดวยวิธี Direct competitive 

ELISA (Ab captured)  โดยทําการทดสอบปฏิกิริยาขามกับสารในกลุมฮอรโมนสเตอรอยดที่มี

โครงสรางคลายโพรเจสเทอโรน ไดแก โพรเจสเทอโรน-17 แอลฟาไฮดรอกซี เทสโทสเทอโรน      

คอรทิโคสเทอโรน  เอสทราไดออล คอเลสเทอรอล และแอลโดสเทอโรน พบวาเมื่อใชความเขมขน

ของสารที่ใชในการแขงขันสูงมากที่สุดที่ 20 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร คาการดูดกลืนแสงจากการทํา 

ELISA ยังลดต่ําลงเพียงเล็กนอย ซึ่งทําใหคา IC50 สูงมาก เมื่อคํานวณหาคาเปอรเซ็นตปฏิกิริยา

ขาม ไดผลดังแสดงในตารางที่ 4.12 และทดสอบปฏิกิริยาขามของชุดตรวจสอบโพรเจสเทอโรนกับ

สารนอกกลุมฮอรโมน  สเตอรอยด ไดแก เพนิซิลลิน เททราซัยคลิน นอรฟลอกซาซิน ซัลบูทามอล 

เอนโรฟลอกซาซิน สเตรปโตมัยซิน และเคลนบูเทรอล พบวาคาเปอรเซ็นตปฏิกิริยาขามต่ํากวา 

0.02 เปอรเซ็นต แสดงวาชุดตรวจสอบตนแบบที่พัฒนาขึ้นมีความจําเพาะตอโพรเจสเทอโรนสูง 

โดยไมทําปฏิกิริยากับสารนอกกลุมฮอรโมนสเตอรอยด 

 

 

 

 

2 hr  RT 

1 hr 37
⁰
C 

1 hr  RT 

2 hr 37
⁰
C 

1:30 hr  RT 

1:30 hr  RT 

(ng/ml) 
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ตารางที่ 4.12 ผลการทาํปฏิกิริยาขาม (Cross-reactivity; CR) ของชดุตรวจสอบตนแบบ ตอสาร

ในกลุมและนอกกลุมฮอรโมนสเตอรอยด 

          Competitors CR (%) IC50 (ng/ml) 

สารในกลุม 

ฮอรโมนสเตอรอยด 
 

 

 

 

 

 

 

โพรเจสเทอโรน 100 4.74 

โพรเจสเทอโรน-17 แอลฟา 

ไฮดรอกซี 

2.9 316.9 

เทสโทสเทอโรน 2.2 430.5 

คอรทิโคสเทอโรน 0.05 1636.7 

เอสทราไดออล  <0.02 >20,000 

คอเลสเทอรอล <0.02 >20,000 

แอลโดสเทอโรน <0.02 >20,000 

สารนอกกลุม

ฮอรโมนสเตอรอยด 

เพนิซิลลิน <0.02 >20,000 

เททราซัยคลิน  <0.02 >20,000 

นอรฟลอกซาซิน <0.02 >20,000 

 ซัลบูทามอล <0.02 >20,000 

เอนโรฟลอกซาซิน <0.02 >20,000 

 

 

สเตรปโตมัยซนิ <0.02 >20,000 

เคลนบูเทรอล <0.02 >20,000 

 

4.4.4 การประเมินประสทิธิภาพของชุดตรวจสอบตนแบบ 

4.4.4.1 การหาคาความไว (sensitivity) ของชุดตรวจสอบตนแบบ 

           จากการทดสอบหาคาความไวของชุดตรวจสอบตนแบบโดยวิธี  Direct 

competitive ELISA (Ab captured) ตามขั้นตอน 3.4.5.4 เมื่อนําขอมูลมาสรางกราฟเสนตรงโดย

ใหแกน X เปนลอการิทึมของความเขมขนโพรเจสเทอโรนและแกน Y เปนคา%B/B0 แลวทําการหา

คาความไวของชุดตรวจสอบ โดยนําคา B0 12 คา จากขอมูลในตารางที่ 4.13 มาหาคาเบี่ยงเบน

มาตรฐาน (SD) จากนั้นคํานวณหาคา LOD และ LOQ โดยโปรแกรม GraphPad Prism 4.03 

แลวเปลี่ยนใหอยูในรูปของความเขมขนของโพรเจสเทอโรนในหนวยนาโนกรัมตอมิลลิลิตร พบวา

ชุดตรวจสอบตนแบบมีความไวหรือมีขีดจํากัดในการวัดปริมาณของโพรเจสเทอโรนต่ําที่สุด 
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(LOD) เทากับ 2.20 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร และมีขีดจํากัดในการวัดปริมาณของโพรเจสเทอโรน

ต่ําที่สุดอยางถูกตอง (LOQ) เทากับ 14.4 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร  

 

ตารางที่ 4.13 ผลการหาคา LOD และ LOQ ของชุดตรวจสอบตนแบบ 

 
คาการดูดกลนืแสงที่ 450 นาโนเมตร ที่ไม
มีโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ(B0) (n=12) Mean SD LOD 

(ng/ml) 
LOQ 

(ng/ml) 
1.398 1.300 1.237 

1.354 0.06 2.2 14.4 
1.421 1.37 1.313 

1.455 1.379 1.317 

1.312 1.368 1.384 

 

4.4.4.2. คาความแมนยาํ (precision) ของชุดตรวจสอบตนแบบ 

การหาคาความแมนยําของชุดตรวจสอบตนแบบโดยวิธี Direct competitive 

ELISA (Ab captured) สามารถวิเคราะหไดจากการทํา intra-variation assay และ inter-

variation assay แลวนําขอมูลที่ไดมาคํานวณหาคารอยละของสัมประสิทธิ์ความแปรปรวน      

(% coefficient variation; %CV) พบวา intra-variation assay จากการทําซ้ําของจํานวนตัวอยาง 

12 ซ้ํา ไดคาอยูในชวง 4.45-16.72 สวน inter-variation assay จากการทําซ้ําของจํานวนครั้งการ

ทดลอง 4 คร้ัง ไดคาอยูในชวง 4.98–9.45 ดังแสดงในตารางที่ 4.14 ซึ่งต่ํากวา 20 จึงอยูในชวงที่

ยอมรับได (Krotzky และ Seeh, 1995) 
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ตารางที่ 4.14 การวิเคราะหความแปรปรวนของชุดตรวจสอบตนแบบ 

 

ความเขมขนของโพรเจสเทอโรน  

(นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) 

intra-variation assay 

(n=12) 

inter-variation assay 

(N=4) 

mean SD %CV mean SD %CV 

0 1.258 0.118 9.419 1.230 0.074 6.004 

1 1.218 0.074 6.080 1.166 0.063 5.394 

2.5 1.028 0.109 10.604 1.030 0.065 6.286 

5 0.884 0.039 4.450 0.870 0.043 4.979 

10 0.641 0.076 11.787 0.603 0.055 9.170 

25 0.462 0.063 13.667 0.453 0.034 7.490 

50 0.237 0.040 16.716 0.265 0.025 9.453 

หมายเหต ุ n        คือ จํานวนซ้ําของตัวอยาง 

  N       คือ จํานวนครั้งของการทดลอง โดยในแตละครั้งของการทดลองจะทํา 4 ซ้ํา 

 
4.5 การวิเคราะหโพรเจสเทอโรนในตัวอยาง 
 

4.5.3 การวเิคราะหโพรเจสเทอโรนในตัวอยางน้ํานมโค 

 จากการนําชุดตรวจสอบตนแบบมาวิเคราะหกับตัวอยางน้ํานมโค ที่มีการเติม                

โพรเจสเทอโรนใหไดความเขมขนสุดทายเทากับ 0, 1, 2.5, 5, 7.5, 10, 25 และ 50 นาโนกรัมตอ

มิลลิลิตร แลวทําการวิเคราะหตามขั้นตอนในขอ 3.4.6.1 แลวนําผลการทดลองที่ไดไปเทียบกับ

กราฟมาตรฐาน (รูปที่ ก.4 ภาคผนวก ก) เพื่อคํานวณความเขมขนของโพรเจสเทอโรน %recovery 

และ %CV จากการทดลองทั้งหมด ความเขมขนของโพรเจสเทอโรนที่วิเคราะหไดใหคาใกลเคียง

กับความเขมขนที่เติมลงไป และ %recovery ที่ไดอยูในชวงที่ยอมรับได การหา intra-variation 

assay และ inter-variation assay สามารถคํานวณหา %CV ไดอยูในชวงที่ยอมรับไดคือ 1.52-

6.81 และ 2.56-4.66 ดังแสดงในตารางที่ 4.15 และ 4.16 ตามลําดับ ดังนั้น ชุดตรวจสอบตนแบบ

มีความสามารถวัดโพรเจสเทอโรนในตัวอยางน้ํานมโคไดอยางถูกตอง 
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4.5.4 การวเิคราะหโพรเจสเทอโรนในตัวอยางซีรัม 

 สําหรับตัวอยางซี รัมโคที่นํามาวิ เคราะหดวยชุดตรวจสอบตนแบบไดทําการเติม              

โพรเจสเทอโรนใหไดความเขมขนสุดทายเทากับ 0, 1, 2.5, 5, 7.5, 10, 25 และ 50 นาโนกรัมตอ

มิลลิลิตร ทําการสกัดดวยไดเอททิลอีเทอรดังขอ 3.4.6.3 แลวจึงนําไปวิเคราะหกับชุดตรวจสอบ

ตนแบบตามขั้นตอนในขอ 3.4.6.2 พบวาความเขมขนของโพรเจสเทอโรนที่ทําการวิเคราะหได

หลังจากนําไปเทียบกับกราฟมาตรฐาน (รูปที่ ก. 4 ภาคผนวก ก) มีคาใกลเคียงกับความเขมขน

ของโพรเจสเทอโรนที่เติมลงไปขางตน ซึ่งเมื่อคํานวณหา %recovery พบวาอยูในชวงที่ยอมรับได 

แลวหา intra-variation assay และ inter-variation assay โดยคํานวณหา %CV พบวาอยูในชวงที่

ยอมรับไดคือ 1.09-3.98 และ 1.83-2.59 ดังแสดงในตารางที่ 4.17 และ 4.18 ตามลําดับ ดังนั้นชุด

ตรวจสอบตนแบบสามารถวิเคราะหโพรเจสเทอโรนในตัวอยางซีรัมโคไดอยางถูกตอง 

 

ตารางที่ 4.15 ผลการวิเคราะห Intra-variation ในตวัอยางน้าํนมโคดวยชุดตรวจสอบตนแบบ 

 

Experiment 

no. 

Fortified conc. 

(ng/ml) 

Intra-variation assay (n=12) 

Measured conc. 

± SD (ng/ml) 

%Recovery %CV 

 

 

 

 

Ι 

 

1 

 

1.15±0.03 114.54 2.47 

2.5 2.79±0.02 111.42 2.16 

5 5.42±0.04 108.45 2.30 

7.5 8.28±0.01 110.41 4.69 

10 11.75±0.02 117.49 1.52 

25 27.74±0.03 110.95 2.93 

50 59.48±0.09 118.95 5.43 
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1 0.89±0.04 89.21 2.19 

 2.5 2.79±0.02 118.96 3.75 

 5 5.42±0.03 117.57 1.31 

ΙΙ 7.5 8.28±0.02 101.10 3.95 

 10 11.75±0.01 98.46 3.12 

 25 27.74±0.05 90.05 2.38 

 50 59.48±0.08 119.24 3.55 

 

 

 

ΙΙΙ 

1 0.85±0.04 85.20 2.84 

2.5 2.28±0.02 91.22 2.28 

5 5.37±0.03 107.42 3.01 

7.5 8.91±0.02 118.93 3.15 

10 9.51±0.01 95.12 3.72 

25 21.41±0.05 85.66 2.70 

50 57.98±0.08 115.97 4.30 

 1 0.93±0.07 93.49 6.63 

 2.5 2.13±0.04 85.32 4.28 

 5 4.59±0.03 91.90 3.68 

ΙV 7.5 8.60±0.02 114.77 2.86 

 10 11.14±0.02 111.49 3.32 

 25 22.07±0.03 88.29 4.96 

 50 56.20±0.06 112.40 6.81 

หมายเหต ุ n        คือ จํานวนซ้ําของตัวอยาง 

  N       คือ จํานวนครั้งของการทดลอง โดยในแตละครั้งของการทดลองจะทํา 4 ซ้ํา 
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ตารางที่ 4.16 ผลการวิเคราะห Inter-variation ในตวัอยางน้าํนมโคดวยชุดตรวจสอบตนแบบ 

 

 Fortified 

conc. 

(ng/ml) 

 Inter-variation assay 

(N=4) 

 

Measured conc. ± SD 

(ng/ml) 

%Recovery %CV 

 

 

 

1 

 

0.96±0.03 95.61 3.83 

 2.5 2.54±0.04 101.73 2.56 

 5 5.32±0.02 106.33 3.84 

 7.5 8.35±0.03 111.30 2.65 

 10 10.56±0.05 105.64 3.09 

 25 23.44±0.02 93.74 4.15 

 50 58.32±0.06 116.64 4.66 

หมายเหต ุ n        คือ จํานวนซ้ําของตัวอยาง 

  N       คือ จํานวนครั้งของการทดลอง โดยในแตละครั้งของการทดลองจะทํา 4 ซ้ํา 
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ตารางที่ 4.17 ผลการวิเคราะห Intra-variation ในตวัอยางซีรัมโคดวยชดุตรวจสอบตนแบบ 

 

Experiment 

no. 

Fortified conc. 

(ng/ml) 

Intra-variation assay (n=12) 

Measured conc. 

± SD (ng/ml) 

%Recovery %CV 

 

 

 

 

Ι 

 

1 

 

0.80±0.04 80.11 2.77 

2.5 2.21±0.06 88.42 2.41 

5 4.90±0.02 98.57 1.34 

7.5 6.73±0.05 89.77 3.91 

10 9.56±0.04 95.67 1.30 

25 24.18±0.02 96.76 1.93 

50 48.44±0.08 96.88 2.73 

 1 0.94±0.04 94.32 2.91 

 2.5 2.31±0.04 92.44 3.34 

 5 4.30±0.02 85.99 2.14 

ΙΙ 7.5 6.62±0.01 88.22 1.75 

 10 9.43±0.01 94.25 1.28 

 25 22.68±0.05 90.74 2.43 

 50 49.36±0.08 95.94 2.95 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



89 

 

 

 

ΙΙΙ 

1 0.90±0.03 90.25 2.49 

2.5 2.10±0.01 83.87 1.12 

5 4.30±0.02 85.90 2.38 

7.5 6.23±0.02 83.12 2.58 

10 8.86±0.03 88.60 2.66 

25 23.02±0.04 92.07 1.09 

50 47.39±0.07 94.78 1.41 

 1 0.97±0.04 96.87 3.65 

 2.5 2.21±0.03 88.32 3.18 

 5 4.54±0.03 90.88 3.98 

ΙV 7.5 7.16±0.01 95.43 1.78 

 10 9.53±0.01 95.35 1.80 

 25 20.50±0.03 81.98 2.06 

 50 48.22±0.06 96.45 2.44 

 

หมายเหต ุ n        คือ จํานวนซ้ําของตัวอยาง 

  N       คือ จํานวนครั้งของการทดลอง โดยในแตละครั้งของการทดลองจะทํา 4 ซ้ํา 
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ตารางที่ 4.18 ผลการวิเคราะห Inter-variation ในตวัอยางซีรัมโคดวยชดุตรวจสอบตนแบบ 

 

 Fortified 

conc. 

(ng/ml) 

 Inter-variation assay 

(N=4) 

 

Measured conc. ± SD 

(ng/ml) 

%Recovery %CV 

 

 

 

1 

 

0.90±0.03 90.39 2.59 

 2.5 2.21±0.04 88.26 2.51 

 5 4.52±0.02 90.34 2.54 

 7.5 6.69±0.03 89.14 2.39 

 10 9.35±0.05 93.47 1.84 

 25 22.60±0.02 90.39 1.83 

 50 48.01±0.06 96.01 2.28 

หมายเหต ุ n        คือ จํานวนซ้ําของตัวอยาง 

  N       คือ จํานวนครั้งของการทดลอง โดยในแตละครั้งของการทดลองจะทํา 4 ซ้ํา 
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ตารางที่ 4.19 สรุปผลการวิเคราะหโพรเจสเทอโรนในตวัอยาง 

 

ตัวอยาง %Recovery 
%CV 

intra-assay (n=12) 

%CV 

(inter-assay) (N=4) 

น้ํานมโค 85.20-119.24 1.52-6.81 2.56-4.66 

ซีรัมโค 88.26-96.01 1.09-3.98 1.83-2.59 

หมายเหต ุ n        คือ จํานวนซ้ําของตัวอยาง 

  N       คือ จํานวนครั้งของการทดลอง โดยในแตละครั้งของการทดลองจะทํา 4 ซ้ํา 
 
4.6 ผลการเปรียบเทียบการวิเคราะหตัวอยางโดยการใชชุดตรวจสอบ ELISA ทางการคา 
และเทคนิค HPLC 

4.6.1 เปรียบเทียบผลการวิเคราะหตัวอยางระหวางการใชชุดตรวจสอบตนแบบ และชุด

ตรวจสอบทางการคา 

ทําการเปรียบเทียบการวิเคราะหโพรเจสเทอโรนในตัวอยางน้ํานมโคและซีรัมโค ระหวาง

ชุดตรวจสอบตนแบบที่เตรียมไดดวยวิธี Direct competitive ELISA (Ab captured) กับชุด

ตรวจสอบโพรเจสเทอโรนทางการคาของบริษัท EURO-DIAGNOSTICA เพื่อประเมินความถูกตอง

และประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบตนแบบที่ได โดยใชตัวอยางที่ผานการสกัดดวยวิธีเดียวกัน

ทั้งหมด แลวแบงมาวิเคราะหตามขั้นตอนของชุดตรวจสอบทั้งสองแบบดังขอ 3.4.7.1  

ทําการเติมโพรเจสเทอโรนลงในตัวอยางน้ํานมโคและซีรัมโคใหมีความเขมขนสุดทาย 

เทากับ 0, 1, 2.5, 5, 7.5, 10, 25 และ 50 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร แลวตรวจวิเคราะหดวยชุด

ตรวจสอบตนแบบและชุดตรวจสอบ EURO-DIAGNOSTICA ไดผลดังแสดงในตารางที่ 4.20 และ 

4.21 พบวาชุดตรวจสอบทั้งสองแบบสามารถวิเคราะหปริมาณของโพรเจสเทอโรนในตัวอยาง ได

คาใกลเคียงกับปริมาณที่เติมลงไปในตัวอยาง ถึงแมวาผลการทดลองในชุดตรวจสอบ EURO-

DIAGNOSTICA เมื่อเทียบกับกราฟมาตรฐาน (รูปที่ ก.5 ภาคผนวก ก) ใหปริมาณของ              

โพรเจสเทอโรนที่วิเคราะหไดต่ํากวาปริมาณของโพรเจสเทอโรนที่เติมลงไป เห็นไดจาก %recovery 

ที่ไดต่ํากวาที่มาตรฐานกําหนดไว เชน ในตัวอยางน้ํานมโคที่เติมโพรเจสเทอโรนลงไป 50 นาโนกรัม

ตอมิลลิลิตร ไดผลการวิเคราะหเทากับ 40.97 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร %recovery ที่ไดเทากับ 

81.94 ชุดตรวจสอบทั้ง 2 ชุดสามารถวิเคราะหตัวอยางน้ํานม และซีรัมโค ได %recovery อยู

ในชวงที่กําหนด (80-120%) จากนั้นนําผลการวิเคราะหจากตัวอยางทั้ง 2 ชนิด ที่ไดจากชุด
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ตรวจสอบตนแบบ และชุดตรวจสอบ EURO-DIAGNOSTICA ไปเขียนกราฟแสดงความสัมพันธ

ของการวิเคราะหโพรเจสเทอโรนที่เติมลงในตัวอยางน้ํานม และซีรัมโคโดยชุดตรวจสอบตนแบบ 

และชุดตรวจสอบ EURO-DIAGNOSTICA ใหแกน X เปนความเขมขนของโพรเจสเทอโรนที่

วิเคราะหจากชุดตรวจสอบตนแบบ และแกน Y เปนความเขมขนของโพรเจสเทอโรนที่วิเคราะหจาก

ชุดตรวจสอบ EURO-DIAGNOSTICA ดังแสดงในรูปที่ 4.12 ในตัวอยางน้ํานม และซีรัมโค นาํมา

คํานวณคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ (Correlation coefficient, r) ไดเทากับ 0.9869 และ 0.9976 

ตามลําดับ โดยคา r เปนคาที่แสดงถึงความสัมพันธของผลการทดสอบดวยวิธี ELISA ทั้งสองแบบ 

ซึ่งตองมีคามากกวา 0.85 จึงจะถือวามีความสัมพันธไปในทิศทางเดียวกัน (Saita และคณะ, 

2003) จากผลการทดลองพบวาคา r ที่ไดมีคามากกวา 0.85 แสดงใหเห็นวาผลการวิเคราะหที่ได

ชุดตรวจสอบตนแบบกับชุดตรวจสอบ EURO-DIAGNOSTICA ใหผลที่สอดคลองและใกลเคียงกัน 

ดังนั้น ชุดตรวจสอบตนแบบมีประสิทธิภาพในการตรวจวัดโพรเจสเทอโรนในตัวอยางไดเทียบเทา

กับชุดตรวจสอบที่มีจําหนาย 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



93 

ตารางที่ 4.20 ผลการเปรียบเทียบการวิเคราะหตัวอยางน้ํานมโค ดวยชุดตรวจสอบตนแบบ และ

ชุดตรวจสอบโพรเจสเทอโรนของบริษัท EURO-DIAGNOSTICA 

 

Fortifie

d conc. 

(ng/ml) 

ชุดตรวจสอบตนแบบของงานวิจัยนี ้

(n=3) 

ชุดตรวจสอบโพรเจสเทอโรนจากบริษทั 

EURO-DIAGNOSTICA (n=3) 

Measured conc.  

± SD (ng/ml) 
%Recovery 

Measured conc.  

± SD (ng/ml) 
%Recovery 

0 0.09±0.04 - 0.02±0.01 - 

1 0.86±0.03 86.44 0.83±0.01 82.97 

2.5 2.65±0.05 106.05 2.22±0.03 88.94 

5 4.18±0.02 83.73 4.38±0.01 87.76 

10 9.10±0.02 91.05 11.48±0.03 114.84 

25 28.46±0.02 113.86 24.00±0.02 96.01 

50 41.85±0.03 83.71 40.97±0.01 81.94 

หมายเหต ุ n คือ จํานวนซ้ําของตัวอยาง 
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ตารางที่ 4.21 ผลการเปรียบเทียบการวิเคราะหตัวอยางซีรัมโค ดวยชุดตรวจสอบตนแบบ และชุด 

       ตรวจสอบโพรเจสเทอโรนของบริษัท EURO-DIAGNOSTICA 

Fortifie

d conc. 

(ng/ml) 

ชุดตรวจสอบตนแบบของงานวิจัยนี ้

(n=3) 

ชุดตรวจสอบโพรเจสเทอโรนจาก

บริษัท 

EURO-DIAGNOSTICA (n=3) 

Measured conc.  

± SD (ng/ml) 
%Recovery 

Measured conc.   

± SD (ng/ml) 
%Recovery 

0 0.05±0.04 - 0.03±0.02 - 

1 0.81±0.03 81.39 1.13±0.03 113.29 

2.5 2.18±0.04 87.20 2.26±0.03 90.53 

5 4.14±0.03 82.80 4.59±0.02 91.92 

10 8.84±0.04 88.40 10.93±0.02 109.37 

25 22.83±0.02 91.32 22.86±0.03 91.45 

50 40.97±0.02 81.94 41.20±0.02 82.40 

หมายเหต ุ n คือ จํานวนซ้ําของตัวอยาง 
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รูปที่ 4.12 กราฟแสดงความสัมพันธของการวิเคราะหโพรเจสเทอโรนที่เติมลงในตัวอยาง  

   น้ํานม และซีรัมโคที่ไดจากชุดตรวจสอบตนแบบ และชุดตรวจสอบ EURO- 

   DIAGNOSTICA  

 

4.6.2 การเปรยีบเทียบผลการวิเคราะหตัวอยางดวยชุดตรวจสอบตนแบบและวิธี HPLC 

ในการเปรียบเทียบผลการวิเคราะห ระหวางชุดตรวจสอบตนแบบที่เตรียมไดดวยวิธี 

Direct competitive ELISA (Ab captured) กับวิธี HPLC เนื่องจากวิธี HPLC เปนวิธีทางเคมี ที่มี

ความถูกตองและแมนยําสูง และเพื่อตรวจสอบความถูกตองของผลการวิเคราะหที่ไดจากชุด

ตรวจสอบตนแบบที่ไดจากงานวิจัยนี้ จึงทําการวิเคราะหโดยใชตัวอยางเดียวกันแลวแบงวิเคราะห

ทั้ง 2 วิธี โดยทําการเตรียมตัวอยางตามขั้นตอนในขอ 3.4.6 เตรียมความเขมขนของโพรเจสเทอโรน

ตัวอยางที่ใชในการวิเคราะหเทากับ 0, 100, 250, 500 และ 1000 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร เทียบกับ

กราฟมาตรฐานของวิธี HPLC (รูปที่ ก.6 ภาคผนวก ก) จะเห็นวาความเขมขนของโพรเจสเทอโรนที่

นําใชในการทดลองนี้ มีคาสูงกวาการเปรียบเทียบกับชุดตรวจสอบของบริษัท EURO-

DIAGNOSTICA เนื่องมาจากในการวิเคราะหดวยเทคนิค HPLC นี้ มีความสามารถในการตรวจวัด

โพรเจสเทอโรนไดต่ําที่สุด เทากับ 100 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร จึงเลือกความเขมขนของ               

โพรเจสเทอโรนดังที่กลาวมาในขางตน ใชในการเปรียบเทียบระหวางชุดตรวจสอบตนแบบกับ

เทคนิค HPLC  
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 เมื่อเปรียบเทียบผลการวิเคราะหที่ไดจากเทคนิคทั้งสอง พบวาปริมาณของโพรเจสเทอโรน

ที่วิเคราะหไดใหคาใกลเคียงกันกับปริมาณของโพรเจสเทอโรนที่เติมลงไป และคํานวณหา 

%recovery ของทั้งชุดตรวจสอบตนแบบ และเทคนิค HPLC ไดไมเกินกวาคาที่กําหนด ดังแสดงใน

ตารางที่ 4.22 และ 4.23 และนําผลการวิเคราะหตัวอยางน้ํานมและซีรัม ที่ไดจากชุดตรวจสอบ

ตนแบบกับเทคนิค HPLC ไปเขียนกราฟแสดงความสัมพันธของการวิเคราะห             โพรเจสเทอ

โรนที่เติมลงในตัวอยางน้ํานม และซีรัมโคโดยชุดตรวจสอบตนแบบ และเทคนิค HPLC โดยใหแกน 

X เปนความเขมขนของโพรเจสเทอโรนที่วิเคราะหจากชุดตรวจสอบตนแบบ และแกน Y เปนความ

เขมขนของโพรเจสเทอโรนที่วิเคราะหจากเทคนิค HPLC ดังแสดงในรูปที่ 4.13 ในตัวอยางน้ํานม 

และซีรัมโค คํานวณคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ ไดเทากับ 0.9907 และ 0.9982 ตามลําดับ ในการ

วิเคราะหตัวอยางทั้งหมดใหคา r มากกวา 0.85 แสดงวาผลการวิเคราะหที่ไดชุดตรวจสอบตนแบบ

กับเทคนิค HPLC ใหผลที่สอดคลองและใกลเคียงกัน ดังนั้นชุดตรวจสอบตนแบบที่ไดเมื่อเทยีบกับ

เทคนิค HPLC มีความสามารถในการวิเคราะหตัวอยาง น้ํานม และซีรัมโคไดอยางถูกตองและมี

ประสิทธิภาพ 

 

ตารางที่ 4.22 ผลการเปรียบเทียบการวิเคราะหตัวอยางน้ํานมโค ดวยชุดตรวจสอบตนแบบ และ

เทคนิค HPLC  

Fortified 

conc. 

(ng/ml) 

ชุดตรวจสอบตนแบบของงานวิจัยนี ้

(n=3) 

เทคนิค HPLC  

(n=3) 

Measured conc. 

±SD (ng/ml) 
%Recovery 

Measured conc. 

±SD (ng/ml) 
%Recovery 

0 0.86±0.04  0.000  

100 90.02±0.03 90.02 105.87±6.50 105.87 

250 277.84±0.03 111.13 223.68±9.40 89.47 

500 423.68±0.03 84.73 435.38±11.23 87.08 

1000 1163.86±0.02 116.38 1131.30±6.76 113.13 
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ตารางที่ 4.23 ผลการเปรียบเทียบการวิเคราะหตัวอยางซีรัมโคดวยชุดตรวจสอบตนแบบ  

และเทคนิค HPLC  

 

Fortified 

conc. 

(ng/ml) 

ชุดตรวจสอบตนแบบของงานวิจัยนี ้

(n=3) 

เทคนิค HPLC 

(n=3) 

Measured 

conc.±SD (ng/ml) 
%Recovery 

Measured  

conc. ±SD (ng/ml) 
%Recovery 

0 0.98±0.05  0.000  

100 96.06±0.06 96.06 105.97±10.07 105.97 

250 246.13±0.01 98.45 232.61±19.90 93.04 

500 463.43±0.03 92.68 422.62±13.86 84.52 

1000 970.16±0.04 97.01 946.90±23.11 94.69 

      หมายเหต ุ n คือ จํานวนซ้ําของตัวอยาง 

 

 
รูปที่ 4.13 กราฟแสดงความสัมพันธของการวิเคราะหโพรเจสเทอโรนที่เติมลงในตัวอยาง  

   น้ํานม และซีรัมโคที่ไดจากชุดตรวจสอบตนแบบ และเทคนิค HPLC  
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จากประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบตนแบบ Direct competitive ELISA (Ab captured) 

ที่ได สามารถตรวจวัดโพรเจสเทอโรนไดครอบคลุมระยะการเปนสัด และชวงการตั้งครรภของโค ซึ่ง

มีความจําเพาะตอโพรเจสเทอโรนสูง มีข้ันตอนการวิเคราะหงายสะดวก และใชเวลาในการตรวจวัด

นอยตรวจวัดไดคร้ังละหลายๆตัวอยางพรอมกัน โดยตรวจวัดโพรเจสเทอโรนไดทั้งในตัวอยางน้ํานม

โค และซีรัมโค รวมทั้งใหผลการตรวจวัดที่ใกลเคียงกับชุดตรวจสอบที่มีจําหนาย และเทคนิค 

HPLC ชุดตรวจสอบตนแบบที่ไดจากการวิจัยนี้ จึงสามารถนําไปใชวิเคราะหหาปริมาณโพรเจสเทอ

โรนในตัวอยางเพื่อตรวจวัดการเปนสัดและการตั้งครรภของโคไดอยางมีประสิทธิภาพ 
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บทที่ 5 
 

สรุปผลการวจิัยและขอเสนอแนะ 
 

ทําการทดสอบความสามารถของแอนติบอดีจากโคลน 3/C9-F4, 3/D7-F4, 3/F7-F4, และ 

5/G7-F4 ในการจับกับโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระและความไวของแอนติบอดี พบวาแอนติบอดีจาก

โคลน 3/G7-F4  มีความจําเพาะตอโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระและมีความไวสูงกวาโคลนอื่นๆ จึง

คัดเลือกมาทําการเลี้ยงเพื่อเพิ่มปริมาณแอนติบอดีและทําใหแอนติบอดีบริสุทธิ์ โดยการผาน

คอลัมนโปรตีน เอ เซฟาโรส ซึ่งเปนการแยกแบบ affinity chromatography เมื่อคํานวณหาคา

เปอรเซ็นตความบริสุทธิ์ เปรียบเทียบกับปริมาณโปรตีน พบวาแอนติบอดีที่ผานคอลัมนโปรตีน เอ 

เซฟาโรส มีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึนจาก 1.87 เปอรเซ็นต เปน 93.75 เปอรเซ็นต และเมื่อนํามา

ตรวจสอบความบริสุทธิ์และมวลโมเลกุลของแอนติบอดีที่ไดจากการทํา SDS-PAGE พบวา

แอนติบอดีโคลน  3/G7-F4 (IgG2a) จะใหแถบของ Heavy chain  และ Light chain  ขนาด 60.72 

และ 25.86 กิโลดาลตัน ตามลําดับ จากนั้นจึงนํามาใชในการศึกษาและพัฒนาชุดตรวจ             

โพรเจสเทอโรนตอไป 

สําหรับการเปรียบเทียบชุดตรวจโพรเจสเทอโรนดวยวิธี ELISA 4 แบบ พบวาชุดตรวจสอบ

ที่ใหความไวมากที่สุดคือชุดตรวจสอบแบบ Direct competitive ELISA (Ab captured) โดยมีคา 

IC50 และ LOD เทากับ  11.42 และ 2.20 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ รองลงมาคือ Indirect 

competitive ELISA (Ab captured) ใหคา IC50 และ LOD เทากับ  15.88 และ 3.50 นาโนกรัมตอ

มิลลิลิตร ตามลําดับ ชุดตรวจสอบแบบ Direct competitive ELISA (Ag captured) ใหคา IC50 

และ LOD เทากับ  42.12 และ 5.44 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ และชุดตรวจสอบที่มีความ

ไวนอยที่สุด คือชุดตรวจสอบแบบ Direct competitive ELISA (Ag captured) ที่เคลือบดวย

แอนติบอดีของแพะที่จําเพาะตอแอนติบอดีของหนูไมซ ใหคา IC50 และ LOD เทากับ  77.19 และ 

8.47 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ จึงเลือกชุดตรวจสอบแบบ Direct competitive ELISA 

(Ab captured) ซึ่งมีความไวสูงที่สุดมาพัฒนาเปนชุดตรวจสอบตนแบบ โดยชุดตรวจสอบตนแบบ

นี้สามารถตรวจโพรเจสเทอโรนไดในชวงความเขมขน 1 – 50  นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ซึ่งครอบคลุม

ชวงที่ตองการวดัระดับปริมาณโพรเจสเทอโรน โดยใชโพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอกับ BSA เคลือบ

หลุมที่ความเขมขน 0.125 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และแอนติบอดีที่เชื่อมตอกับไบโอตินเจือจาง 

1:8,000 อุณหภูมิและเวลาที่เหมาะสมในการบม คืออุณหภูมิหองเปนเวลา 1:30 ชั่วโมง ไดกราฟ
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มาตรฐานครอบคลุมความเขมขนในชวง 1-50 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร และชุดตรวจมีความไวในการ

ตรวจวัดความเขมขนของโพรเจสเทอโรนต่ําที่สุดเทากับ 2.20 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร และสามารถ

ตรวจวัดโพรเจสเทอโรนไดอยางถูกตองที่ความเขมขน 14.40 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร และทํา

ปฎิกิริยาขามกับสารในกลุมฮอรโมนสเตอรอยดบางตัว คือโพรเจสเทอโรน-17 แอลฟาไฮดรอกซี 

และเทสโทสเทอโรน 2.9 และ 2.2 เปอรเซ็นต ตามลําดับ แตไมทําปฎิกิริยาขามกับสารนอกกลุม

ฮอรโมนสเตอรอยด เมื่อทดสอบความแมนยําของชุดตรวจสอบโดยคํานวณจากคารอยละของ

สัมประสิทธิ์ความแปรปรวนของ intra-variation assay และ inter-variation assay อยูในชวง 

4.45-16.71 และ 5.39–9.45 ตามลําดับ ซึ่งอยูในชวงที่ยอมรับได 

จากการนําชุดตรวจสอบตนแบบไปวิเคราะหโพรเจสเทอโรนในตวัอยางตางๆ ไดแก น้ํานม 

และซีรัมโค โดยตองมีการเตรียมตัวอยางใหเหมาะสมกับชุดตรวจสอบตนแบบ ซึ่งวิธีการในการ

เตรียมตัวอยางแตละตัวอยางมีความแตกตางกันทั้งนี้ขึ้นอยูกับชนิดของตัวอยางที่นํามาทดสอบ 

แลวคํานวณปริมาณที่ตรวจวัดได เทียบกับกราฟมาตรฐานแลวคํานวณหาคา %recovery และ 

%CV ของ intra และ inter-variation assay ในตัวอยางทั้ง 2 ชนิด พบวามีคาอยูในชวงที่ยอมรับ

ได ในการนําชุดตรวจสอบตนแบบที่เตรียมไดวัดปริมาณโพรเจสเทอโรนในตัวอยางน้ํานมและซีรัม

โค เปรียบเทียบกับชุดตรวจสอบทางการคาของบริษัท EURO-DIAGNOSTICA และเทคนิค HPLC 

พบวาทั้ง 3 วธิีสามารถใชวิเคราะหหาปริมาณโพรเจสเทอโรนไดถูกตองใกลเคียงกัน สรุปไดวาชุด

ตรวจสอบโพรเจสเทอโรน Direct competitive ELISA (Ab captured) ตนแบบที่ไดมี

ความสามารถในการตรวจวัดโพรเจสเทอโรนไดอยางมีประสิทธิภาพ ใหความถูกตองและความ

แมนยําสูง นอกจากนี้ยังใชขั้นตอนและเวลาในการทดสอบสั้น สะดวกตอการใชงาน  

สิ่งที่ควรทําตอไปหากจะพัฒนาในเชิงการคา คือ ศึกษาการเคลือบโพรเจสเทอโรนที่

เชื่อมตอกับ BSA บนจานชนิด 96 หลุม การเตรียมแอนติบอดี เอนไซมและสับสเตรตที่พรอมใช

งานไดทันที ตลอดจนศึกษาอายุการใชงานของชุดตรวจสอบ เพื่อใหไดชุดตรวจสอบโพรเจสเทอโรน

ที่สามารถผลิตจําหนายไดในประเทศ ซึ่งชวยลดการนําเขาชุดตรวจสอบจากตางประเทศตอไป 
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ภาคผนวก 
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ภาคผนวก ก 
 

ตารางที่ ก.1 คาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 540 นาโนเมตร ของสารลายโปรตีนมาตรฐาน 

BSA โดยวิธี BCA 

ความเขมขนแอนติบอด ี

 (นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) คาการดูดกลนืแสงที ่540 นาโนเมตร 

0 0 

100 0.143 

200 0.250 

400 0.372 

600 0.787 

800 0.942 

1000 1.184 

  

 
รูปที่ ก.1 กราฟมาตรฐานของโปรตีน BSA โดยวิธ ีBCA 
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ตารางที่ ก.2 คาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 450 นาโนเมตร ของแอนติบอดีโดยวิธี Indirect 

ELISA 

ความเขมขนแอนติบอดี 

(นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) คาการดูดกลนืแสงที ่450 นาโนเมตร 

0 0 

5 0.143 

10 0.250 

20 0.372 

40 0.787 

60 0.942 

80 1.184 

100 1.513 

 

 
รูปที่ ก.2 กราฟมาตรฐานของการวัดปริมาณแอนติบอดีโดยวิธ ีIndirect ELISA 
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ตารางที ่ก.3 ผลการหาความเขมขนของโพรเจสเทอโรนที่เหมาะสมสําหรับสรางกราฟมาตรฐาน 

ความเขมขนโพรเจสเทอโรน 

(นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) 
คาการดูดกลนืแสงที่ 450 นาโนเมตร 

0 1.402 1.348 1.377 

 0.24 1.391 1.369 1.398 

 0.49 1.261 1.275 1.266 

0.98 1.287 1.281 1.298 

 1.95 1.241 1.269 1.251 

3.9 1.176 1.168 1.167 

7.8 1.063 1.100 1.030 

 15.63 0.933 0.913 0.910 

31.25 0.715 0.710 0.696 

62.5 0.477 0.474 0.468 

125 0.234 0.232 0.235 

250 0.146 0.143 0.146 

500 0.106 0.108 0.110 

1000 0.097 0.111 0.097 

 
รูปที่ ก.3 กราฟแสดงความสัมพันธระหวางคา Rf กับน้าํหนักโมเลกุล (kDa) ของโปรตีนมาตรฐาน

ใชในการเทียบหาน้ําหนกัโมเลกุลของแอนติบอดีหลังจากทาํใหบริสทุธิ์ดวยเทคนิค SDS-PAGE 
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รูปที่ ก.4 กราฟมาตรฐานของชุดตรวจสอบที่เตรียมไดโดยวิธี Direct competitive ELISA (Ab 

captured) ที่ใชในการคํานวณหาคาความเขมขนของโพรเจสเทอโรนในตัวอยางน้ํานม

โค และซีรัมโค 

 
รูปที่ ก.5 กราฟมาตรฐานของชุดตรวจสอบ EURO-DIANOSTICA ที่ใชในการคํานวณหาคาความ

เขมขนของโพรเจสเทอโรนในตัวอยางน้ํานมโค และซีรัมโค 
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รูปที่ ก.6 กราฟมาตรฐานของวิธ ีHPLC ที่ใชในการคํานวณหาคาความเขมขนของโพรเจสเทอโรน

ในตัวอยางน้ํานมโค และซีรัมโค 
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รูปที่ ก.8 โครมาโตแกรมของโพรเจสเทอโรนมาตรฐานความเขมขน 500 นาโนกรัมตอมิลลิลิตรที่ไดจากเทคนิค HPLC  
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รูปที่ ก.9 โครมาโตแกรมของตัวอยางน้ํานมโคที่เติมโพรเจสเทอโรนใหมีความเขมขนสุดทาย 500 นาโนกรัมตอมิลลิลิตรที่ไดจากเทคนิค HPLC 

 

          

Progesterone 
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รูปที่ ก.10 โครมาโตแกรมของตัวอยางซีรัมที่เติมโพรเจสเทอโรนใหมีความเขมขนสุดทาย 500 นาโนกรัมตอมิลลลิิตรที่ไดจากเทคนิค HPLC

Progesterone 



 

113 
 

 

ภาคผนวก ข 
 

การเตรียมสาร 

1. การเตรียมอาหารเลีย้งเซลล RPMI 1640 

     ชัง่  RPMI 1640   10.4 กรัม 

  NaHCO3   2 กรัม 

  L-glutamin   0.1 กรัม 

  Glucose   2 กรัม 

  Pyruvic acid   0.11 กรัม 

  น้ํากลัน่    1 ลิตร 

 ละลายสารทุกอยางในน้าํกลัน่ ผสมใหเขากัน แลวนาํไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22 

ไมโครเมตร แบงใสขวดๆละ 100 มิลลิลิตร แลวเก็บไวที่อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส  

 

2. การเตรียมน้ํายาเก็บเซลลอยางถาวรในสภาวะแชแข็ง (Freezing  medium) 

 อาหารเลีย้งเซลล RPMI 1640 65 มิลลิลิตร 

 Fetal bovine serum  25 มิลลิลิตร 

 Dimethyl sulfoxide ( DMSO ) 10 มิลลิลิตร 

 ผสมใหเขากนั แลวนาํไปแชที่อุณหภูมิ 0  องศาเซลเซยีส (ขณะที่ใชงานควรแชในน้าํแข็ง) 
 
3. การเตรียมสารละลายที่ใชวิเคราะห BCA protein assay  

สารละลายโปรตีนมาตรฐาน 

 Bovine serum albumin (BSA) 1 มิลลิกรัม 

 น้ํากลัน่    1 มิลลิลิตร 

 นํามาเจือจางที่ความเขมขนตางๆ กอนนําไปวิเคราะห BCA protein assay เพื่อทํากราฟ

 มาตรฐาน 

BCATM  Reagent  A และ BCATM Reagent  B  (BCATM Protein Assay  Kit ของบริษัท PIERCE) 

กอนใชผสม Reagent A : B ในอัตราสวน 50:1 
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4. การเตรียมสารละลาย สําหรับใชในการทําแอนติบอดีใหบริสุทธิ ์
 

1. 0.1 M  citrate buffer, pH 6   4.5   3.5   และ 3 

citric acid  0.1  โมลลาร (M) 

Na2HPO4  0.1 โมลลาร (M) 

ไตเตรตกรดดวยดางจนได pH 6   4.5   3.5   และ 3  แลวจึงนําไปกรองดวย Millipore 

ขนาด 0.22 ไมโครเมตร 

 

2. 0.1 M  Phosphate buffer, pH 8  

ชั่ง  NaH2PO4    13.8 กรัม  ละลายดวยน้าํกลัน่  1000  มิลลิลิตร 

ชั่ง  Na2HPO4     35.8   กรัม  ละลายดวยน้าํกลัน่  1000  มิลลิลิตร 

ไตเตรตดางดวยกรด จนได pH 8 แลวจึงนําไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22  

  ไมโครเมตร 

 

3. 1 M Tris HCl buffer, pH 9   

Tris (hydroxymethyl) aminomethane  121   กรัม  ละลายดวยน้าํกลั่น 1000  มิลลิลิตร 

Hydrochloric  acid  (HCl)           1    M 

ไตเตรตดางดวยกรด จนได pH 9 แลวจึงนําไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22 ไมโครเมตร 
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5. การเตรียมสารสําหรับการทํา SDS-PAGE 
 

1. Stracking gel and Separating gel 

 

Reagent Stacking gel 
(5%) 

Separation gel 
(10%) 

Sterile distilled water (ml) 

40% Acrylamide gel (ml) 

1.5  M Tris , pH 8.8  (ml)  

1.0 M Tris , pH 6.8  (ml) 

10% SDS (ml) 

10% APS (ml) 

TEMED   (ml) 

final volume (ml) 

1.46 

0.25 

- 

0.25 

0.02 

0.02 

0.002 

2 

3.84 

2.0 

2.0 

- 

0.08 

0.08 

0.0032 

8 

 

2. Sample buffer 

 SDS     2 % 

60 mM Tris (pH 6.8) 

Bromophenol blue   0.01 % 

Glycerol   10 % 

beta-mercaptoethanol  10 % 

 

3. Running buffer(1X) 1 L 

Tris     3.02  กรัม 

Glycine              18.8  กรัม 

SDS    1.0    กรัม 
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4. Coomassie brilliant blue (250 ml) 

Coomassie Brilliant blue R-250 0.25% 

Methanol    50% 

Acetic acid    10% 

 

5. Destaining solution (1 L) 

Methanol     5% 

Acetic acid   10% 

 

6. การเตรียมสารละลายสาํหรับวัดประสทิธิภาพการเชือ่มตอโพรเจสเทอโรน กับโปรตีนพาหะ 

1. 0.1 M Sodium bicarbonate buffer, pH 8.5 

 Na2CO3  0.027 โมลลาร (M) 

 NaHCO3  0.063 โมลลาร (M) 

 น้ํากลัน่   1000  มิลลิลิตร 

2. 0.05% TNBS (Picrylsulfonic acid) 

  Stock 5% TNBS (w/v) ละลายใน methanol 

  - Picrylsulfonic acid 5     กรัม 

  - methanol  100 มิลลิลิตร 

 เจือจาง Stock 5% TNBS เปน 0.05% TNBS ในสารละลาย บัฟเฟอร 0.1 M Sodium 

bicarbonate, pH 8.5 

3. 10% SDS (Sodium dodecyl sulphate) 

  SDS   1 กรัม 

  น้ํากลัน่  10 มิลลิลิตร 

4. 1 N  HCl 

Conc. HCl  7.7 มิลลิลิตร 

ปรับดวยน้าํกลั่นใหไดปริมาตรสุดทายเปน  250  มิลลิลติร 
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วิธีการเตรียม  

 1. นําสารละลาย 0.05% TNBS ปริมาตร 75  ไมโครลิตร 

 2. เติมตัวอยางที่ตองการตรวจสอบ หรือ สารละลายมาตรฐาน ที่ความเจือจางตางๆ  

 ปริมาตร  150 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั บมไวที่อุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส เปน 

 เวลา 2 ชั่วโมง 

 3. เติมสารละลาย 10% SDS  ปริมาตร 75 ไมโครลิตร 

 4. เติมสารละลาย 1 N HCl  ปริมาตร 37.5 ไมโครลิตร 

 5. นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที ่335 นาโนเมตร 

 6. นําคาดูดกลืนแสงที่ไดมาคํานวณหาคารอยละของการเชื่อมติด 

 

% การเชื่อมติด = [(คาดูดกลืนแสงโปรตีนพาหะ – คาดูดกลืนแสงสารที่เชื่อมติดกับโปรตีน) x 100]

     คาดูดกลืนแสงของโปรตีนพาหะ 

7. การเตรียมสารละลายสาํหรับใชในเทคนิค ELISA 

1. 0.2 M Phosphate buffer, pH 7.4  (Stock reagent) 

ชั่ง  NaH2PO4    27.6 กรัม  ละลายดวยน้าํกลัน่  1000  มิลลิลิตร 

ชั่ง  Na2HPO4    71.63   กรัม  ละลายดวยน้าํกลัน่  1000  มิลลิลิตร 

ไตเตรตดางดวยกรด จนได pH 7.4 แลวเก็บเปน stock  

2. 0.01 M Phosphate Buffer Saline ( PBS), pH 7.4 

0.2 M Phosphate buffer, pH 7.4 1 ลิตร  

NaCl      175.2  กรัม 

น้ํากลัน่    18  ลิตร 

ผสมใหเขากนั 

3. PBS-Tween 20 ( ใช Tween 20 ความเขมขน 0.05% ) 

Tween 20    500  ไมโครลิตร 

PBS    1000 มิลลิลิตร 

 4.  5% นมพรองมันเนย 

  นมพรองมนัเนย ยี่หอ mission 5 กรัม 

  PBS    100 มิลลิลิตร 

  ละลายนมพรองมันเนยใน PBS  (เตรียมใหมกอนใชงาน) 
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 5.    0.1 M Sodium acetate buffer, pH 6.0 

  C2H3O2 Na.3H2O        27.2   กรัม   ละลายดวยน้ํากลัน่  1000  มิลลิลิตร 

ไตเตรตดวย Glacial acetic acid จนได pH 6.0 แลวเก็บใสขวดสีชา เก็บที่อุณหภมูิ 4  

องศาเซลเซยีส  

6.    Substrate TMB 

3,3’,5,5’- tetramethylbenzidine   1 มิลลิกรัม 

0.15 M Phosphate citrate buffer 10 มิลลิลิตร 

DMSO     100      ไมโครลิตร 

30% H2O2                3.4       ไมโครลิตร 

ผสมใหเขากนัในขวดสีชา (เตรียมใหมกอนใชทกุครั้ง) 

7. 1 M H2SO4 ( Stopping reagent ) 

H2SO4 (96%)   102 มิลลิลิตร 

น้ํากลัน่    898 มิลลิลิตร 

คอยๆ เทกรดลงในน้ํากลัน่ ผสมใหเขากนั 

หมายเหต ุ  ควรนําขวดไปแชในน้าํประปาจนกวาจะหายรอน (เนื่องจากจะเกิดความรอน

เมื่อกรดผสมกบัน้ํา) 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

 นางสาว สุนิสา แกววิเศษ เกิดเมื่อวันที่ 10 กันยายน พ.ศ. 2526 ที่จังหวัด กรุงเทพมหานคร 

สําเร็จการศึกษาหลักสูตรวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณ

มหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2548 และเขาศึกษาตอปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต หลักสูตร

เทคโนโลยีชีวภาพ จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เมื่อปการศึกษา 2549 และไดนําเสนอผลงานเรื่องชุด

ตรวจสอบโพรเจสเทอโรนโดยใชเทคนิคเอนไซมลิงคอิมมูโนซอรเบนต ในการประชุมเสนอ

ผลงานวิจัยระดับบัณฑิตศึกษาแหงชาติ คร้ังที่ 9 มหาวิทยาลัยบรูพา เมื่อวันที่ 14-15 มีนาคม 

2551 
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