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 เตตราไซคลิน (TC) เปนสารปฏิชีวนะที่มีขอบเขตการออกฤทธิ์ในวงกวางในการยับยั้งการเจริญของ
แบคทีเรียกอโรคชนิดแกรมบวกและแกรมลบ ดังนั้นจึงถูกนํามาใชอยางแพรหลายในการรักษาโรคติดเชื้อในสัตว
และมนุษย เนื่องจากการตกคางของ TC ในผลิตภัณฑจากสัตวสามารถเปนสาเหตุของการดื้อยาในมนุษย จึง
จําเปนตองมีการตรวจการตกคางของสารในผลิตภัณฑดังกลาว งานวิจัยนี้จึงมุงที่จะผลิตโมโนโคลนอล-
แอนติบอดีตอ TC เพื่อใชในการพัฒนาชุดตรวจดวยวิธี ELISA โดยทําการเชื่อม TC กับโปรตีนอัลบูมินจากซีรัม
ของวัวที่ถูกเติมประจุบวกและใชเปนตัวกระตุนภูมิคุมกันของหนูทดลองสายพันธุ BALB/c จํานวน 5 ตัว หนู
ทดลองทุกตัวตอบสนองโดยการสรางแอนติบอดีตอ TC และมีระดับแอนติบอดี 1:64000 ถึง 1:512000 เพื่อสราง
เซลลไฮบริโดมาที่หล่ังแอนติบอดีตอ TC จึงทําการหลอมรวมเซลลมามของหนูทดลองกับเซลลมัยอีโลมา NSI 
พบวาไดเซลลไฮบริโดมาที่ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ TC จํานวน 3โคลน คือ 7-C4, 12-3F และ 5-9H 
จากการศึกษาลักษณะสมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ได พบวาเปนไอโซไทปชนิด IgG1, IgG2a และ IgG1 
ตามลําดับ มีความไวซึ่งคํานวณในรูปของคาความเขมขนของสารที่นอยที่สุดที่สามารถตรวจวัดได มีคาเทากับ 2, 
16 และ 56 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร (ppb) ตามลําดับ และโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดนี้มีความจําเพาะตอสารใน
กลุม TCs ที่นํามาทดสอบ คือ ออกซิเตตราไซคลิน (OTC) คลอเตตราไซคลิน (CTC) ดอกซิไซคลิน (DC) และ 
โรลิเตตราไซคลิน (RTC) อยูในชวง 2 ถึง 307 เปอรเซ็นต และไมเกิดปฏิกิริยาขามกับสารปฏิชีวนะในกลุมอ่ืนๆที่
นํามาทดสอบ ดังนั้นโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่เตรียมไดนี้จึงมีศักยภาพในการนําไปใชในการพัฒนาชุด
ตรวจสอบโดยหลักการภูมิคุมกันสําหรับตรวจวัด TC ได  
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 Tetracycline (TC) is a broad-spectrum antibiotic used against a wide range of Gram-positive and 
Gram-negative bacteria. It is, Therefore, widely used to treat diseases in livestock and human. Since TC 
residue in livestock products can cause drug resistance in human, it is essential to detect its residue in the 
products. The aim of this work was to generate monoclonal antibodies against TC for uses in ELISA test kit 
development. TC conjugated to cationized bovine serum albumin was used as an immunogen to immunize five 
BALB/c mice. All mice responsed by producing antibodies against TC and gave antiserum titers 1:64000 to 
1:512000. To generate hybridoma cell secreting antibody against TC, fusions of splenocytes and myeloma 
cells NSI were performed yielding three hybridoma clones, 7-C4, 12-3F and 5-9H, which produce monoclonal 
antibodies against TC. Isotype, sensitivity and specificity of monoclonal antibodies from these three clones 
were characterized. The isotype of these clones was IgG1, IgG2a and IgG1, respectively. Their sensitivities 
calculated as limit of detection were 2, 16 and 56 ppb, respectively. The monoclonal antibodies were highly 
specific to antibiotics in TCs group, oxytetracycline (OTC), chlortetracycline (CTC), doxycycline (DC) and 
rolitetracycline (RTC) ranging from 2 to 307% and did not cross react with other tested antibiotics. Thus, these 
monoclonal antibodies have a potential use in the development of an immunoassay-based test kit for detecting 
TC. 
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บทที่  1 

บทนํา 

1.1 ความเปนมาและความสําคญัของปญหา 

เตตราไซคลิน (Tetracyclines; TCs) เปนกลุมสารที่มีฤทธิ์เปนสารปฏิชีวนะ 
(antibiotic) ประกอบดวยสารเชน เตตราไซคลิน (Tetracycline; TC) ออกซีเตตราไซคลิน 
(Oxytetracycline; OTC) และ คลอเตตราไซคลิน (Chlortetracycline; CTC) เปนตน มีคุณสมบัติ
ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียทั้งแกรมบวกและแกรมลบ โดยออกฤทธิ์ขัดขวางการจับของ tRNA 
บนไรโบโซมของเชื้อทําใหสามารถยับยั้งการสังเคราะหโปรตีนของเชื้อแบคทีเรียได จึงนิยม
นํามาใชในการปองกันและรักษาโรคติดเชื้อในสัตวอยางแพรหลาย เชน ในสุกร โค ไก และผึ้ง แต
อยางไรก็ตามทีการนําสารเหลานี้ไปใชในทางที่ไมถูกตอง โดยนํามาผสมกับอาหารเพื่อใหสัตว
รับประทานติดตอกันเปนระยะเวลานานเพื่อเปนการปองกันโรค ทําใหสัตวมีการเจริญเติบโตที่ดี แต
จากการใชยาเปนระยะเวลานานจะมีผลทําใหเกิดการสะสมของยาและสารเคมีในอวัยวะตางๆของ
รางกายสัตวได เชน ในเนื้อ ไข น้ํานม หรือน้ําผ้ึง  จากการสํารวจของสหรัฐอเมริกาเมื่อป ค.ศ. 1993 
ตรวจพบ TC ตกคางอยูในสัตวถึง 4% ของสัตวที่มียาตกคางอยู (Lee และคณะ, 2001) การตกคางใน
เนื้อสัตวและผลิตภัณฑสัตว สงผลกระทบตอผูบริโภคผลิตภัณฑจากสัตวนั้น อาจกอใหเกิดการเปน
พิษหรือการแพในผูบริโภค รวมถึงการเกิดการดื้อยาในเชื้อกอโรคโดยเฉพาะเชื้อแกรมลบได  
(De Wasch และคณะ, 1998) จากสาเหตุดังกลาว ทําใหแตละประเทศหันมาเนนเรื่องความปลอดภัย
ของอาหารโดยมีการตรวจสอบการตกคางของสาร TC ในผลิตภัณฑอาหารเหลานี้ รวมทั้งประเทศ
ไทยอาหารที่จัดไดวาไดมาตรฐานตามประกาศกระทรวงสาธารณสุขตองพบปริมาณสาร TC 
ปนเปอนในผลิตภัณอาหารจากสัตว ไดแก กลามเนื้อ ตับ ไต ไข และ นม นอยกวา 0.1, 0.3, 0.6, 0.2 
และ 0.1  ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ppm) ตามลําดับ (กระทรวงสาธารณสุข, 2544)  และไมอนุญาต
ใหตกคางในน้ําผ้ึงเกิน 0.025 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (สุรัติวดี ภาคอุทัย และกนกวรรณ ศรีงาม, 
2547) ในสหรัฐอเมริกาไดกําหนดคาปริมาณที่มากที่สุดที่สามารถตกคางได (Maximum Residue 
Limit; MRL) สําหรับ TC ในกลามเนื้อ ตับ และ ไต เปน 0.2, 0.6 และ 1.2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
(Zhang และคณะ, 2007) ดังนั้นจึงจําเปนตองมีการตรวจวิเคราะหหาสารตกคางของ TC ในเนื้อสัตว
และผลิตภัณฑสัตวกอนการสงออกในหองปฏิบัติการซึ่งมีหลายวิธี เชน ใชวิธีทางเคมีดวยเครื่อง 
High Performance Liquid Chromatography (HPLC) และ Liquid Chromatography-Mass 
Spectrometry (LC-MS) การตรวจโดยวิธีเหลานี้สามารถหาปริมาณสารตกคางไดถูกตองและแมนยํา
สูง แตเครื่องมือมีราคาแพง ใชเวลานานในการเตรียมตัวอยาง และตองอาศัยผูเชี่ยวชาญในการ



                             

2 
 

วิเคราะห นอกจากนี้ยังมีชุดตรวจสอบที่ใชหลักการของวิธี colorimetric method (แพรวพรรณ  
หองทองแดง ดรุณี กอเซาะ และ มนวิภา จารุตามระ, 2548) โดยปฏิกิริยาการเกิดสีที่แตกตางกัน
ระหวางน้ํายาทดสอบกับยาแตละชนิด มีวิธีการไมยุงยาก ราคาถูก ใชงาย ใหผลรวดเร็ว แตมี
ขอจํากัดคือปริมาณต่ําสุดที่ตรวจสอบไดคอนขางสูง (ระดับ ppm) เมื่อเทียบกับวิธีอ่ืนๆ 

สําหรับเทคนิคการตรวจวิเคราะหสารตกคางโดยใชหลักการภูมิคุมกันวิทยา เชน 
Enzyme-linked immunosorbent Assay (ELISA) เปนเทคนิคที่ใชกันอยางกวางขวางในการตรวจหา
สารตกคางในสัตวและผลิตภัณฑจากสัตว โดยอาศัยหลักการตรวจวัดแอนติเจน โดยการใช
แอนติบอดี ที่จําเพาะกับแอนติเจน ซ่ึงวิธีนี้เปนวิธีการที่ประหยัด รวดเร็ว มีความแมนยําสูง สามารถ
หาสารตกคางปริมาณนอยไดถึงระดับนาโนกรัมตอมิลลิลิตร (ppb) การตรวจสอบโดยวิธี ELISA นี้
เปนวิธีที่ไมใชเครื่องมือที่ซับซอน สามารถตรวจสอบตัวอยางเบื้องตนไดเปนจํานวนมากเพื่อเปน
การคัดกรองตัวอยางกอนที่จะนําไปตรวจโดยการใชเครื่องมือทางเคมี เชน LC-MS จึงทําใหตนทุน
ในการตรวจสารนี้ลดลง 

ในปจจุบันประเทศไทยนําเขาชุดตรวจสอบ ELISA จํานวนมากสําหรับตรวจหา
สารตกคาง ซ่ึงมีราคาสูงประมาณ 20,000 บาทตอชุด สามารถตรวจตัวอยางไดประมาณ 40 ตัวอยาง 
ดังนั้นการพัฒนาชุดตรวจสอบสําเร็จรูปใชเองจึงชวยลดการนําเขาชุดตรวจสอบจากตางประเทศได 
ซ่ึงการเตรียมชุดตรวจสอบนั้น ตองมีการเตรียมแอนติบอดีซ่ึงเปนองคประกอบหลักของชุด
ตรวจสอบ ดังนั้นโครงการนี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่อผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี ที่จําเพาะตอ TC 
และมีลักษณะสมบัติเหมะสมสําหรับนําไปใชในการพัฒนาเปนชุดตรวจหาสารตกคาง TC โดยใช
วิธี ELISA ตอไป 

1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย 

1) ผลิตโมโนโคลนที่สรางโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ TC   
2) ศึกษาลักษณะสมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตได 

1.3 ขอบเขตของการวิจัย 

1) คนควาและรวบรวมขอมูลที่เกี่ยวของกับงานวิจยั 
2) เตรียมแอนติเจนที่ใชในการฉีดกระตุนภูมิคุมกันหนู 
3) ฉีดกระตุนระบบภูมิคุมกันของหนูใหสรางแอนติบอดีตอ TC 
4) หลอมรวมเซลลและคัดเลือกเซลลไฮบริโดมาที่สรางโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ TC   
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5) ศึกษาลักษณะสมบัติเบื้องตนของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ได 
6) ทําแอนติบอดใีหบริสุทธิ์ 
7) วิเคราะหสรุปผลการทดลองและเขียนวิทยานิพนธ 

1.4 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

ไดโมโนโคลนที่ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ TC และทราบลักษณะสมบัติ
ของแอนติบอดีที่คัดเลือกได 
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บทที่  2 

เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ 

2.1 แนวคิดและทฤษฎ ี  

2.1.1 ที่มาและกลไกการออกฤทธิ์ของสารเตตราไซคลิน (Tetracycline; TC) 

สารกลุมเตตราไซคลิน (Tetracyclines; TCs) เปนสารที่ผลิตขึ้นเพื่อใหออกฤทธิ์ใน
วงกวางทําลายแบคทีเรียทั้งแกรมบวกและแกรมลบ สารในกลุมนี้ผลิตขึ้นมาจากเชื้อราในตระกูล 
Streptomyces สารตัวแรกที่คนพบคือคลอเตตราไซคลิน (Chlortetracycline; CTC) คนพบในป 
1048 โดยแยกไดจากเชื้อ Streptomyces aureofaciens อีก 2 ปตอมาก็คนพบออกซิเตตราไซคลิน 
(Oxytetracycline; OTC) โดยแยกไดจากเชื้อ Streptomyces rimosus ตอมาในป 1952 สามารถผลิต
สารกลุมนี้ในรูปกึ่งสังเคราะหขึ้นมาได โดยการดึงเอาอะตอมของคลอรีนออกจาก CTC สารที่ผลิต
ไดใหมนี้จะเรียกวาเตตราไซคลิน (Tetracycline; TC) เหมือนชื่อกลุมสาร ในปจจุบันนี้ไดมีการผลิต
สารในกลุมนี้ตัวใหมขึ้นมาใชอีกหลายตัว ไดแกดอกซีไซคลิน (Doxycycline; DC) ดีมีคลอไซคลิน 
(Demechlocycline; DMC) เมธาไซคลิน (Methacycline; MC) และโรลิเตตราไซคลิน 
(Rolitetracycline; RTC) (กมลชัย ตรงวานิชนาม, 2547) 

กลไกการออกฤทธิ์ของสารในกลุม TC สามารถเกิดไดหลายแบบ ดังนี้ 
1) Active chelation ของไอออนบวก (cation) โดยจะไปเกาะกับแมกนีเซียม 

แมงกานีส และแคลเซียม ยับยั้งการเกิด oxidative phosphorylation ใน 
ไมโตคอนเดรียของเซลลรางการสัตว 

2) ยับยั้งระบบเอนไซมที่จําเปน โดย CTC จะยับยั้งเอนไซม organic nitroreductase 
ของเซลลแบคทีเรีย 

3) ขัดขวางการสรางโปรตีนของเซลลแบคทีเรียที่กําลังเจริญแบงเซลล ซ่ึงเปนการ
ออกฤทธิ์ที่สําคัญของสารกลุมนี้ โดยจะไปเกาะกับสวน ไรโบโซมยอย 50s ของ 
70s ไรโบโซม ของเชื้อแบคทีเรีย ไปขัดขวางการขนยายกรดอะมิโน จาก 
aminoacyl t-RNA ไปยังสวนพอลิเปปไทด ทําใหแบคทีเรียหยุดการเจริญและแบง
เซลล (bacteriostatic) 
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ขอบเขตการออกฤทธิ์ของสารในกลุม TCs แบงออกไดดังนี้ 
1) ออกฤทธิ์วงกวาง (broad spectrum) ตอเชื้อแบคทีเรียทั้งแกรมบวกและแกรมลบ 

โดยสารจะไปออกฤทธิ์ยับยังการเจริญและแบงเซลลของเชื้อแบคทีเรีย โดยจะออก
ฤทธ์ิไดดีตอเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกมากกวาเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ โดยเชื้อ
แบคทีเรียที่ไวตอสารในกลุมนี้ไดแก β-hemolytic Streptococci, nonhemolytic 
Streptococci, Clostridium, Brucella, Hemophius และ Klebsiella 

2) ออกฤทธิ์ทําลาย pathogenic agent บางชนิดที่สารปฏิชีวนะชนิดอื่นทําลายไมได 
เชน Rickettsiae, ไวรัสขนาดใหญ เชน Psittacosis ในสัตว และ 
Lymphogranuloma venereum ในคน 

3) ออกฤทธิ์ทําลายเชื้อ Mycoplasma, Spirochete และ Actinomycetes 
4) ถาใหปริมาณสูงๆจะออกฤทธิ์ทําลายเชื้อโปรโตซัวได 

2.1.2 สูตรโครงสรางทางเคมี ลักษณะ และสมบัติของสารในกลุม TCs 

สารทุกตัวในกลุม TCs จะมีโครงสรางหลักที่เหมือนกันคือ hydronapthacene 
skeleton หรือเรียกวา Tetracycline nucleus ดังรูปที่ 2.1 

 

รูปที่ 2.1 สูตรโครงสรางทางเคมีของสารในกลุม TCs 
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สาร TCs ในรูปผงผลึกจะมีสีเหลือง ไมมีกล่ิน และมีรสขมเล็กนอย เก็บไวไดนาน 
สารกลุมนี้ในรูปเปนเบสจะละลายน้ําไดเล็กนอยที่ pH 7 ละลายไดเพียง 0.25-0.5 มิลลิกรัมตอน้ํา 1 
มิลลิลิตร สารในกลุม TCs จัดเปน amphoteric compound สามารถเกิดเปนเกลือกับกรดหรือดาง 
เชน การเกิดเกลือกับกรดไฮโดรคลอริก เกลือของสารกลุมนี้จะสามารถละลายน้ําไดดี สารกลุม TC 
ในรูปเกลือไฮโดรคลอไรดมักนิยมใหกินในรูปแคปซูล แตสารนี้จะเกิดเปนสารประกอบโลหะ
เชิงซอนกับ chelating agent และไอออนของโลหะเชน แคลเซียม แมกนีเซียม และเหล็ก จึงอาจเกิด
สารประกอบเชิงซอนที่ไมสามารถถูกดูดซึมในทางเดินอาหารได ฤทธิ์ของสารที่ใหกินจึงขึ้นกับสาร
สวนที่ไมจับกับไอออนของโลหะเนื่องจากจะถูกดูดซึงเขาสูรางกายโดยตรง ตามปกติ pH ของ
ทางเดินอาหารและ pKa ของสารกลุมนี้หมาะสําหรับการที่สารจะถูกดูดซึมเขาไปออกฤทธิ์ใน
รางกาย (กมลชัย ตรงวานิชนาม, 2547) 

สารในกลุม TCs ที่นิยมใชในทางสัตวแพทย ไดแก 
1) Tetracycline hydrochloride (TC-HCl) มีช่ือทางการคาตามบริษัทที่ผลิตไดแก 

Achromycin, Panmycin และ Polycycine เปนตน มีลักษณะเปนผงผลึกสีเหลือง ไมมี
กล่ิน และละลายน้ําไดดี ถูกทําลายไดงายโดยสารละลายดางแก และสารละลายกรดที่มี 
pH ต่ํากวา 2 

2) Oxytetracycline hydrochloride (OTC-HCl) มีช่ือทางการคาวา Terramycin มีลักษณะ
เปนผงผลึกสีเหลือง มีรสขม และไมมีกล่ิน ละลายไดดีในน้ําและสารละลายอินทรีย 
นิยมใหโดยการฉีดเขากลามเนื้อ 

3) Chlortetracycline hydrochloride (CTC-HCl) มีช่ือทางการคาวา Aureomycin มี
ลักษณะเปนผงผลึกสีเหลือง ไมมีกล่ิน มีรสขม และละลายน้ําไดเพียงเล็กนอย มี
ลักษณะเปนกรดสูงเมื่ออยูในรูปสารละลายจึงไมแนะนําใหฉีดเขากลามเนื้อเพราะจะ
ทําใหกลามเนื้อเกิดการระคายเคืองและเกิดเนื้อตายได 

4) Doxycycline monohydrate (DC) เปนสารที่ดูดซึมไดดีและขับถายออกชากวาสารใน
กลุม TCs ตัวอ่ืนๆจึงทําใหสารออกฤทธิ์ไดนาน มีคากึ่งชีวิตในกระเลือดนานถึง 19-20 
ช่ัวโมง ขนาดสารที่ใหจึงนอยกวาและไมตองใหบอยเหมือนสารตัวอ่ืนในกลุม 

2.1.3 การเปลี่ยนแปลงของ TC เมื่อเขาสูรางกาย 

ในพวกสัตวกินเนื้อภายหลังจากใหสารในกลุม TCs สารจะถูกดูดซึมไดดีใน
กระเพาะอาหารและลําไสเล็กสวนตน สารกลุมนี้จะเกาะกับโปรตีนในพลาสมาแบบไมถาวร จะ
แพรกระจายไปทั่วรางกายโดยพบปริมาณเขมขนสูงสุดที่ ไต ตับ มาม และปอด สามารถ
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แพรกระจายผานรกไปยังลูกออนจึงสามารถตรวจพบสารในเปลือกไขไกและไกงวงได ภายหลัง
จากที่ดูดซึมแลวสารบางสวนจะไปอยูที่ตับแลวขับออกมากับน้ําดีและถูกดูดซึมที่ลําไสเล็กอีก
เรียกวาการเกิด enterohepatic recycling (รูปที่ 2.2) จึงยังมีสารบางสวนคงอยูในเลือดเปนเวลานาน 
ซึ่งตางจากสารปฏิชีวนะชนิดอ่ืนๆที่ขับถายออกจากรางกายอยางรวดเร็ว โดยจะสามารถขับถายได
ทั้งทางปสสาวะโดยผานไต ทางอุจจาระ และทางน้ํานม สารกลุม TCs มีการเปลี่ยนแปลงหลาย
ระดับ แตที่พบสวนใหญในปสสาวะ อุจจาระ และในเนื้อเยื่อจะอยูในรูป TC ตั้งตน ในอุจจาระจะ
พบสาร TC ในรูปเดิมไมเปลี่ยนแปลงอยูถึง 30% (กมลชัย ตรงวานิชนาม, 2547) 

 

รูปที่ 2.2 การเกิด enterohepatic recycling ของสารกลุม TCs 

ถึงแมสารจะถูกขับถายออก แตก็มีสารบางสวนที่ตกคางอยูในรางกายสัตวได 
เพราะฉะนั้นจึงตองมีการกําหนดระยะเวลาที่หยุดใหสารปฏิชีวนะกลุมนี้กอนสงโรงฆา (withdrawal 
time) ดังตัวอยางแสดงในตาราง 2.1  

ตาราง 2.1 ระยะเวลาที่หยุดใหใหสารปฏิชีวนะในกลุม TCs กอนสงโรงฆาของสัตวชนิดตางๆ 

สาร 
ระยะเวลาที่หยุดใหสารกอนสงโรงฆา (วัน) 

โค สุกร ไก 
TC-HCl 5 4 - 

OTC-HCl 7 26 0 
CTC-HCl 3 5 1 

หมายเหตุ สัญลักษณ (-) ไมมีรายงาน 
ที่มา: กมลชัย ตรงวานิชนาม, 2547 
 

Blood circulation 

Liver 

Hepatic portal 
system Gall bladder 

Small intestine 
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2.1.4 พิษของสารตกคาง TC  

การเกิดการตกคางของสาร TCs ในผลิตภัณฑอาหารตางๆในระดับนอยกวา 1 
มิลลิกรัมตอลิตร (ppm) จะไมเกิดผลเฉียบพลันตอผูบริโภค แตอาจทําใหเกิดอันตรายตอสุขภาพของ
ผูบริโภคไดในระยะยาว เนื่องจากการที่สารตกคางในเนื้อสัตวและผลิตภัณฑจากสัตวที่บริโภคเขา
ไปมีปริมาณนอยไมถึงกับขนาดที่ใชรักษาโรค จึงไมทําใหเชื้อโรคที่มีในรางการตายแตกลับทําให
เชื้อโรคนั้นปรับตัวและดื้อตอยา ทําใหเกิดปญหาการรักษาโรคในภายหลังได และถาตรวจพบใน
ระดับ 5-7 มิลลิกรัมตอลิตร อาจทําเกิดอันตรายตอรางการของผูบริโภคไดโดยเฉพาะในผูปวย
โรคเบาหวานหรือผูที่มีภูมิคุมกันบกพรอง โดยจะสามารถทําลาย normal flora จนทําใหเกิดการติด
เช้ือแทรกซอนจากเชื้อรา และแบคทีเรียอ่ืนๆ ทําใหมีอาการทองเดิน มีไขจากเชื้อ Staphylococci เกิด
การติดเชื้อรา Candida albicans ในชองปาก ลําคอ ชองคลอด หรือทางเดินอาหาร มีผลตอกระดูก
และฟน โดย TC จะไปจับกับแคลเซียมที่กระดูกและฟน ยับยั้งการเจริญของกระดูกและฟน สารที่
เกาะบริเวณฟนจะทําใหฟนมีสีน้ําตาลและเมื่อถูกแสงสีน้ําตาลจะยิ่งเขมขึ้น เนื่องจากสารกลุมนี้
สามารถผานรกได ดังนั้นถาใชขณะตั้งครรภจะทําใหฟนน้ํานมของทารกมีสีน้ําตาลแตจะไมมีผลกับ
ฟนแท นอกจากนี้สาร TCs ทุกชนิดยังทําใหผิวหนังแพตอแสง ผิวไหม และรูสึกชาบริเวณที่ถูกแสง
เปนตน (ปริญญา มาสวัสดิ์, 2550) 

2.1.5 มาตรฐานสารตกคาง TC  

องคกรตางๆ เชน EU, โครงการมาตรฐานอาหารเอฟ เอ โอ /ดับลิว เอช โอ (Joint 
FAO/WHO Food Standard Programme; Codex), FDA (Food and Drug Administration) และ 
Japanese Ministry of Health ไดมีการกําหนดมาตรฐานปริมาณของสารกลุม TCs ที่มนุษยจะรับได
ในแตละวัน (acceptable daily intake; ADI) และระดับสูงสุดที่อนุญาตใหตรวจพบไดในอาหาร 
(Maximum Residue Limits; MRLs) (ตารางที่ 2.2) เพื่อความปลอดภัยตอสุขภาพของผูบริโภค  
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ตารางที่ 2.2 มาตรฐานปริมาณของสารกลุม TCs ที่มนุษยจะรับไดในแตละวัน (ADI) และระดับ
สูงสุดที่อนุญาตใหตรวจพบไดในอาหาร (MRLs) 

ผลิตภัณฑ
อาหาร 

ADI 
MRLs (mg/kg) 

Codex1 U.S. tolerance1 EU2 ประเทศไทย3 
กลามเนื้อ 

3 μg/kg  
ต อน้ํ า หนั ก
ตัวผูบริโภค 

0.2 2 0.1 0.1 
ตับ 0.6 6 0.3 0.3 
ไต 1.2 12 0.6 0.6 
ไข 0.2 - 0.2 0.2 
นม 0.1 0.3 0.1 0.1 
น้ําผ้ึง - - - 0.025 

หมายเหตุ 1: TC 
 2: ผลรวมของสารในกลุม TCs 
 3: OTC 
ที่มา: กระทรวงสาธารณสุข, 2544; สุรัติวดี ภาคอุทัย และกนกวรรณ ศรีงาม, 2547; Baynes, (n.d.); 

Pastor-Navarro และคณะ, 2007 

ประเทศไทยเปนประเทศผูผลิตและสงออกสินคาเกษตรและอาหารที่สําคัญของ
โลก ดังนั้นเพื่อเปนการพัฒนาและยกระดับผูผลิตของไทยใหสามารถผลิตสินคาเกษตรและอาหารที่
ปลอดภัยตอผูบริโภคใหไดมาตรฐานและเปนที่ยอมรับทั้งในประเทศและระหวางประเทศ 
กระทรวงเกษตรและสหกรณ จึงเห็นสมควรจัดทํามาตรฐานเรื่องขอกําหนดดานความปลอดภัย
สินคาเกษตรและอาหาร มาตรฐานนี้กําหนดขึ้นโดยอางอิงมาตรฐานและหลักเกณฑที่ประกาศโดย
องคกรมาตรฐานระหวางประเทศ ไดแก Codex สํานักงานเลขาธิการอนุสัญญาอารักขาพืชระหวาง
ประเทศ (International Plant Protection Convention; IPPC) และองคการโรคระบาดสัตวระหวาง
ประเทศ (Office International des Epizooties; OIE) และมาตรฐานของประเทศคูคาที่สําคัญ 
ประกอบกับขอมูลทางวิทยาศาสตรที่เกี่ยวของ 

คณะกรรมการมาตรฐานสินคาเกษตรและอาหารแหงชาติ (มกอช.) ไดประกาศ
ขอกําหนดดานความปลอดภัยสินคาเกษตรและอาหารในการประชุมเมื่อวันที่ 7 ธันวาคม 2548 โดย
ใหนิยามคําวายาสัตวตกคางวาหมายถึงสารประกอบตั้งตน (parent drug) และหรือสารที่เกิดจาก
กระบวนการเมทาบอลิสม (metabolism) และรวมถึงสารอื่นๆ ที่ติดมากับยาสัตว (associated 
impurities) ที่ตกคางในอวัยวะหรือผลิตผลของสัตวที่บริโภคได และใหขอกําหนดวาสินคาเกษตร
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และอาหารสามารถตรวจพบยาสัตวตกคางที่เกิดจากการใชยาสัตวที่ขึ้นทะเบียนอยางถูกตองตาม
กฎหมายไดไมเกินคา MRL ที่กําหนดไวดังตารางที่ 2.3 (สํานักงานมาตรฐานสินคาเกษตรและ
อาหารแหงชาติ [มกอช.], 2548) 

ตารางที่ 2.3 ขอกําหนดยาสัตวในกลุม TCs ตกคางที่ประกาศโดยคณะกรรมการมาตรฐานสินคา
เกษตรและอาหารแหงชาติในป 2548 

รายการสินคา 
ชนิดยาสัตวตกคาง 

(detection of recidue) 
MRL 

(mg/kg) 

เนื้อสัตวแชเยน็/แชเข็ง 
TC, OTC, CTC อยางหนึ่งอยางใด หรือผลรวม
ของสารทั้ง 3 ชนิด 

0.2 

เนื้อสัตวผานความรอน 
TC, OTC, CTC อยางหนึ่งอยางใด หรือผลรวม
ของสารทั้ง 3 ชนิด 

0.2 

กุงแชเย็น/แชแข็ง OTC 0.2 

ที่มา: มกอช., 2548 

2.1.6 ปญหาสารตกคางในกลุม TC ในประเทศไทย 

ประเทศไทยเปนประเทศสงออกสินคาอาหารทั้งในรูปสด กึ่งแปรรูป แปรรูป จาก
ขอมูลการสงออกสินคาปศุสัตวระหวางเดือนมกราคม - ธันวาคม 2550 ของกรมปศุสัตว พบวามี
มูลคารวมถึง 91,715 ลานบาท (กรมปศุสัตว, 2550) โดยประเทศผูนําเขาที่สําคัญ ไดแก ประเทศใน
กลุมประชาคมยุโรป สหรัฐอเมริกา และญี่ปุน แตประเทศไทยตองเผชิญกับปญหาการกีดกันทาง
การคาของเกือบทุกประเทศที่เปนคูคากับไทย โดยประเทศผูนําเขาสินคาอาหารสวนใหญไดใช
มาตรการในการคุมครองสุขภาพอนามัยและความปลอดภัยของผูบริโภคมาเปนขออาง ดังตัวอยาง
ในอดีตไดแก ประเทศญี่ปุนประสบปญหาเรื่องสารพิษตกคางของสารกําจัดแมลงในไกแชแข็ง 
ประเทศสหรัฐอเมริกาตรวจพบสารเจือปนในอาหารที่ประเทศสหรัฐอเมริกาไมอนุญาตใหใช 
ประเทศอิตาลีปฏิเสธการรับซ้ือปลาหมึกแชแข็งจากไทยเนื่องจากตรวจพบแคดเมี่ยมปนเปอนหลาย
ครั้ง และประเทศในกลุมประชาคมยุโรปหามใชสาร EDTA (ethylene diamine tetraacetate) ใน
อาหารทะเลกระปองเปนตน เปนผลใหประเทศไทยตองสูญเสียรายไดถึงปละกวาหนึ่งพันลานบาท 
(ดานิศ ทวีติยานนท และทัศนีย ลอชัยเวช, 2539) 
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สํานักงานคณะกรรมการอาหารและยา (อย.) ซ่ึงมีหนาที่รับผิดชอบโดยตรงในการ
คุมครองความปลอดภัยของผูบริโภค ไดตระหนักถึงความสําคัญของยาสัตวตกคางในอาหารซึ่งมี
ผลกระทบโดยตรงตอสุขภาพอนามัยของผูบริโภค ซ่ึงจากผลการตรวจวิเคราะหยาสัตวตกคางใน
เนื้อสัตวของกรมปศุสัตวตั้งแตป พ.ศ.2533-2542 พบปญหายาสัตวตกคางในอาหารทั้งปริมาณที่เกิน
กําหนดคา MRL ของ Codex และปญหาชนิดของยาสัตวตกคางในอาหารที่ยังไมมีกําหนดไวใน 
Codex โดยพบการตกคางในอาหารของสารในกลุม TCs ถึงรอยละ 40 (วารุณี เสนสุภา และปราณี 
เกียรติสุระยานนท, 2543) สงผลกระทบตอการคาระหวางประเทศเปนอยางมาก 

ในอุตสาหกรรมการเลี้ยงผ้ึง การแกไขปญหาการระบาดของโรคที่ เกิดจาก
จุลินทรียในตัวออนผึ้งที่กอใหเกิดความเสียหายทําใหตัวออนผ้ึงตาย ทําไดโดยการใชสารปฏิชีวนะ
เชน TC ซ่ึงทําใหมีสารตกคางอยูในน้ําผ้ึงเปนเหตุกอใหเกิดการกีดกันทางการคา จึงเกิดกระแสการ
ตอตานการใชยาปฏิชีวนะในการบําบัดและปองกันโรคที่เกิดจากแบคทีเรียข้ึน และประเทศผูซ้ึอ
ผลิตภัณฑจากผึ้งไดเกิดการตื่นตัวตรวจสอบสารปฏิชีวนะตกคางในน้ําผ้ึงทั้งหมดที่นําเขาจาก
ประเทศตางๆ รวมทั้งประเทศไทยดวย (สํานักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย [สกว.], 2546) 

สารปฏิชีวนะในกลุม TCs ที่นิยมนําไปใชอยางไมถูกตองโดยใชเปนสารเรงการ
เจริญเติบโตโดยใชผสมในอาหารสัตว ไดแก CTC และ OTC ทําใหสัตวที่ไดรับสารเหลานั้น
ปริมาณนอยๆ ติดตอกันเปนเวลานานเกิดการดื้อยาได นอกจากนี้ยังมีการใชปริมาณเกินที่กําหนด 
หรือไมหยุดใชยาตามระยะเวลาที่กําหนดกอนสงโรงฆา เปนสาเหตุใหเกิดการตกคางในเนื้อสัตวใน
ระดับที่สูงกวาคา MRL ปจจุบันไดประกาศหามนํายาปฏิชีวนะเกือบทุกชนิดรวมทั้ง CTC และ OTC 
มาผสมในอาหารสัตวโดยมีวัตถุประสงคเพื่อเรงการเจิญเติบโต (กระทรวงเกษตรและสหกรณ, 
2545)  

ในปจจุบันการเลี้ยงสัตวในระบบฟารมมาตรฐาน เกษตรกรตองดูแลฟารมไมใหมี
การใชยาที่หามใชในการเลี้ยงสัตว จึงไมสามารถรูไดวา อาหารสัตว ยาสัตว หรือปจจัยการผลิต
ตางๆที่นําไปใชเล้ียงสัตวมีสารที่หามใชหรือไม เนื่องจากไมมีเครื่องมือในการตรวจสอบที่จะ
สามารถทําไดในเบื้องตน แมวาการตรวจสอบสินคากอนการสงออกนั้นเปนส่ิงที่จําเปน แตตองใช
การลงทุนที่สูงมาก  การควบคุมการใชยาในสัตวโดยการสุมเก็บตัวอยางผลิตภัณฑจากสัตวมาตรวจ
ในหองปฏิบัติการนั้นมีขีดจํากัดที่ตองใชเครื่องมือราคาแพง บุคลากรตองมีประสบการณและความ
ชํานาญสูง ส้ินเปลืองคาใชจายและเวลามาก ดังนั้นการใชวิธีการตรวจสอบที่งาย รูผลรวดเร็ว และ
ราคาถูกจึงมีความจําเปนในการตรวจสอบเบื้องตน เพื่อเปนการคัดกรองตัวอยาง (screening test) ใน
พื้นที่กอนการวิเคราะหในหองปฏิบัติการ ประเทศไทยไดมีการนําเขาชุดตรวจสอบ ELISA จํานวน
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มากสําหรับตรวจหาสารตกคาง ซ่ึงมีราคาสูงประมาณ 20,000 บาทตอชุด สามารถตรวจตัวอยางได
ประมาณ 40 ตัวอยาง ดังนั้นการพัฒนาชุดตรวจสอบสําเร็จรูปใชเองจึงชวยลดการนําเขาชุด
ตรวจสอบจากตางประเทศได 

2.1.7 วิธีการตรวจติดตามสารตกคาง TC  

2.1.8.1 วิธีทางเคมี 

2.1.7.1.1 High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 

การตรวจวิเคราะหหาสารตกคางของยาปฏิชีวนะในเนื้อสัตวและผลิตภัณฑสัตว
กอนการสงออกในหองปฏิบัติการโดยทั่วไปนิยมใชวิธีทางเคมีดวยเครื่อง HPLC การตรวจโดยวิธีนี้
สามารถหาปริมาณสารตกคางไดถูกตองและแมนยําสูง Pena และคณะ (2005) ใชเทคนิค HPLC ที่
ใชเครื่องตรวจวัดแบบฟลูออเรสเซนส เพื่อตรวจสอบ TC และ OTC ในน้ําผ้ึง ปริมาณ TC และ 
OTC ที่ต่ําที่สุดที่สามารถตรวจวัดไดคือ 21 และ 20 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม (ppb) ตามลําดับ แต
เครื่องมือที่ใชมีราคาแพง ใชเวลานานในการเตรียมตัวอยาง และตองอาศัยผูเชี่ยวชาญในการ
วิเคราะห ดังนั้นเทคนิคจึงไมเหมาะสมในการนํามาใชในการตรวจวัดสารตกคางในภาคสนามหรือ
ใชในงานประจํา 

2.1.7.1.2 Liquid Chromatography-Mass Spectrometry (LC-MS) 

 การใช LC-MS เหมาะสําหรับการวิเคราะหสารเชิงคุณภาพและเชิงปริมาณ
เนื่องจากสามารถตรวจสอบเพื่อยืนยันระบุช่ือสารในระดับนอยมากๆไดแมนยําสูง และยังใชสาร
ตัวอยางเพียงปริมาณเล็กนอย ดังนั้นวิธีการนี้จึงเหมาะกับการวิเคราะหสารตกคางในกลุม TC ที่
ปนเปอนในอาหารสัตวและเนื้อสัตวไดเปนอยางดี Koesukwiwat, Jayanta และ Leepipatpiboon 
(2007) ไดใชเทคนิค  LC-MS สําหรับตรวจสอบการตกคางของ TC, OTC และ CTC  ในน้ํานมโค 
พบวาปริมาณสารที่ต่ําที่สุดที่สามารถตรวจวัดไดคือ 0.67, 0.65 และ 2.64 ppb ตามลําดับ และ
สามารถตรวจสอบแบบปริมาณวิเคราะหไดนอยที่สุดที่ 0.95, 1.03 และ 8.64 ppb  แตเนื่องจาก
เทคนิคนี้เปนเทคนิคที่ตองใชเครื่องมือที่มีราคาแพงมาก และยังตองใชบุคลากรที่มีความชํานาญการ
โดยเฉพาะ ดังนั้นเทคนิคจึงไมเหมาะสมในการนํามาใชในการตรวจวัดสารตกคางในภาคสนามหรือ
ใชในงานประจําเชนเดียวกับวิธี HPLC 
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2.1.7.1.3 ชุดตรวจสอบทางเคมี 

ใชหลักการของ colorimetric method โดยปฏิกิริยาการเกิดสีระหวางน้ํายาทดสอบ
กับยาแตละชนิดเกิดสีที่แตกตางกัน มีวิธีการไมยุงยาก ราคาถูก ใชงาย ใหผลรวดเร็ว แตมีขอจํากัด
คือ ปริมาณต่ําสุดที่ตรวจสอบไดคอนขางสูง (ระดับ ppm) เมื่อเทียบกับวิธีอ่ืนๆ โดยกรมปศุสัตวได
ผลิตชุดตรวจสอบสาร CTC และ OTC มีช่ือวา Tetra Test Kit ซ่ึงสามารถตรวจ CTC และ OTC ได
ระดับต่ําสุดที่ 6 และ 5.36 ppm ตามลําดับ (แพรวพรรณ หองทองแดง และคณะ, 2548) 

2.1.8.2 วิธีทางภูมิคุมกันวิทยา (Immunological method) 

สําหรับเทคนิคการตรวจวิเคราะหสารตกคางโดยใชหลักการภูมิคุมกันวิทยา เชน 
radioimmunoassay (RIA) ซ่ึงเปนเทคนิคที่มีความไวสูง แตทําใหเกิดความยุงยากในการจัดเก็บสาร
กัมมันตภาพรังสี และ Enzyme-linked immunosorbent Assay (ELISA) ที่เปนเทคนิคที่ใชกันอยาง
กวางขวางในการตรวจหาสารตกคางในสัตวเล้ียงและผลิตภัณฑจากสัตวเล้ียง โดยอาศัยหลักการ
ตรวจวัดแอนติเจน โดยการใชแอนติบอดี ที่จําเพาะกับแอนติเจน ซ่ึงวิธีนี้เปนวิธีการที่ประหยัด 
รวดเร็ว มีความแมนยําสูง สามารถหาสารตกคางปริมาณนอยไดถึงระดับ ppb ในงานวิจัยของ Aga 
และคณะ (2005) ที่ทําการเปรียบเทียบประสิทธิภาพของการตรวจวัด TC ในดินระหวางการใช 
ELISA และ LC-MS พบวาการใชวิธี ELISA สามารถตรวจวัด TC ที่เกิดการเปลี่ยนแปลงไปเปน
ผลิตภัณฑที่ไมสามารถระบุชนิดได ในขณะที่ LC-MS ตรวจสอบไดเพียงบางชนิดเทานั้น ซ่ึง
สอดคลองกับงานวิจัยของ Kumar และคณะ (2004) ที่พบวาวิธี LC-MS ไมสามารถตรวจสอบ CTC 
ซ่ึงเปนอนุพันธุตัวหนึ่งของ TC ที่มีปริมาณนอยในน้ําได การตรวจสอบโดยวิธี ELISA นี้เปนวิธีที่
ไมใชเครื่องมือที่ซับซอน สามารถตรวจสอบตัวอยางเบื้องตนไดเปนจํานวนมากเพื่อเปนการ 
คัดกรองตัวอยางกอนที่จะนําไปตรวจโดยการใชเครื่องมือ เชน LC-MS จึงทําใหตนทุนในการตรวจ
สารนี้ลดลง ตัวอยางชุดตรวจสอบ ELISA ที่มีจําหนาย เชน MaxSignalTM Tetracycline ELISA Test 
Kit ใชตรวจสอบ TC ที่ตกคางในผลิตภัณฑอาหารตางๆ สามารถตรวจสอบปริมาณที่ต่ําที่สุดถึง 0.1 
นาโนกรัมตอมิลลิลิตร (ppb) 
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2.1.8 ทฤษฎีทางภูมิคุมกันวิทยา 

2.1.8.1 แอนติเจน (Antigen, Ag) 

แอนติเจน  คือ สารที่มีความสามารถในการทําปฏิกิ ริยาจับแบบจําเพาะกับ
องคประกอบตางๆของระบบภูมิคุมกัน เชน แอนติบอดีหรือตัวรับบนผิวเซลล สารที่มีสมบัติเปน
แอนติเจนเกือบทุกชนิดจะมีสมบัติการเปนอิมมูโนเจน (immunogen) ที่สามารถชักนําการ
ตอบสนองของระบบภูมิคุมกันอยางจําเพาะได ยกเวนสารที่มีโมเลกุลเล็กที่เรียกวา แฮปเทน 
(hapten) ซ่ึงมีเฉพาะสมบัติของแอนติเจนแตจะไมสามารถชักนําการตอบสนองของระบบภูมิคุมกัน
ได กระบวนการทางทางเคมีเชื่อมแฮปเทนกับโปรตีนขนาดใหญเรียกวาโปรตีนพาหะ (carrier 
protein) ทําใหไดสารเชิงซอนที่มีสมบัติเปนอิมมูโนเจนสามารถกระตุนใหเกิดการผลิตแอนติบอดี
ได (ไพศาล สิทธิกรกุล, 2548) 

2.1.8.2 แอนติบอดี (Antibody, Ab) 

แอนติบอดีหรืออิมมูโนโกลบูลิน (immunoglobulin; Ig) เปนโปรตีนที่ทําหนาที่จับ
กับแอนติเจนตรงบริเวณจําเพาะของโมเลกุลแอนติเจนที่เรียกวาอิพิโทป (epitope) สรางจาก 
เม็ดเลือดขาวชนิดบี-ลิมโฟไซตที่เปลี่ยนแปลงไปทําหนาที่หล่ังแอนติบอดีเรียกวาพลาสมาเซลล 
แอนติบอดีที่หล่ังเขาสูกระแสเลือดจะทําหนาที่เปนตัวจักรสําคัญของระบบภูมิคุมกันแบบหลั่ง
แอนติบอดี (humoral immunity) 

โครงสรางของแอนติบอดี (รูปที่ 2.3) มีโครงสรางปฐมภูมิประกอบดวยโปรตีน
สายสั้น (L chain) และโปรตีนสายยาว (H chain) ที่กรดอะมิโนทางดานปลายอะมิโน (N terminal) 
ประกอบดวยกรดอะมิโน 100-110 หนวยท่ีมีความแปรปรวนมากเรียกวาบริเวณแปรปรวน 
(variable region; V) โดยจะแตกตางกันในแอนติบอดีแตละชนิดซึ่งจะเปนบริเวณที่จับกับแอนติเจน 
สวนบริเวณที่เหลือเปนบริเวณคงที่ (constant region; C) ซ่ึงมีความแตกตางกันตามชนิดของโปรตีน 

ซ่ึงในสายสั้นมี 2 ชนิดเปน κ  หรือ λ  สายยาวเปนชนิด μ , γ, α, δ หรือ ε  โครงสรางทุติยภูมิของ
แอนติบอดีเกิดจากการพับทบกันไปมาของสายเพปไทดแบบ β-pleated sheet เสถียรภาพของ
โครงสรางนี้เกิดจากพันธะไฮโดรเจนและพันธะไดซัลไฟดภายในสายที่เชื่อมระหวางสายเพปไทดที่
พับไปมา ซ่ึงสายเพปไทดมวนทับเปนโครงสรางตติยภูมิอัดแนนเปนกอน (globular domain) และ
สวนของโดเมนที่อัดแนนเปนกอนตางๆของสายสั้นและสายยาวอยางละ 2 สายรวมกันเปน
โครงสรางจตุรภูมิซ่ึงประกอบกันเปนบริเวณที่จับแอนติเจนไดอยางจําเพาะ และแสดงปฏิกิริยาทาง
ชีวภาพได  
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2.1.8.3 การกระตุน บี-เซลล ใหสรางแอนติบอดี 

เซลลที่ทําหนาที่สรางแอนติบอดี ไดแก บี-ลิมโฟไซต (B-lymphocyte) หรือ 
บี-เซลล (B-cell) ความจําเพาะของบี-เซลลเกิดจากการแสดงออกของตัวรับบนผิวเซลลหรือ
แอนติบอดีที่ติดอยูบนเซลลเมมเบรน (membrane bound antibody) ซ่ึงสามารถจับกับแอนติเจนที่มี
ลักษณะเฉพาะเทานั้น เมื่อบี-เซลลมีการจับกับแอนติเจนที่เหมาะสมตรงบริเวณที่จับ (binding site) 
ของแอนติบอดีบนผิวเซลล และเมื่อแอนติเจนที่อยูรวมกับโมเลกุล MHC (major histocompatibility 
complex) class II บนผิวของเซลลนําเสนอแอนติเจนถูกที-เซลล (T-lymphocyte; T-cell) ที่มีการ
แสดงออกของไกลโคโปรตีนชนิด CD4 ทําหนาที่เปน T-helper (TH) ตรวจจับและหลั่งไซโทไคน
ออกมา บี-เซลลจะถูกกระตุนใหแบงเซลลอยางรวดเร็วและพัฒนาเปนเซลลความจํา (memory B-
cell) และบางสวนพัฒนาเปนพลาสมาเซลลทําหนาที่หล่ังแอนติบอดีที่มีความจําเพาะเหมือนกับ
แอนติบอดีบนผิวเซลลและเขาสูระบบหมุนเวียนโลหิต ในเซลลความจําซึ่งมีอายุยืนยาวจะทําหนาที่
ตรวจจับแอนติเจนเมื่อไดรับแอนติเจนเดิมอีก การตอบสนองในการสรางแอนติบอดีจะรวดเร็วกวา
การสัมผัสแอนติเจนครั้งแรก (ไพศาล สิทธิกรกุล, 2548) 

2.1.8.4 ความแตกตางระหวางโมโนโคลนอลแอนติบอดีและพอลิโคลนอลแอนติบอดี 

เนื่องจากแอนติเจนแตละชนิดมักมีอิพิโทปจํานวนมาก จึงสามารถชักนําการ
กระตุนการตอบสนองโดยโคลนตางๆของบีเซลลจํานวนมากที่ตรวจจับแตละอิพิโทป เปนผลใหมี
การสรางแอนติบอดีหลายชนิดปะปนอยูในซีรัม แอนติบอดีแตละชนิดที่จําเพาะตอแตละอิพิโทปที่
รวมอยูดวยกันในซีรัมเรียกวา พอลิโคลนอลแอนติบอดี (polyclonal antibody; PAb) แตความ
หลากหลายของแอนติบอดีในซีรัมบางครั้งอาจลดประสิทธิภาพ หรือกอใหเกิดปญหาในการใชนอก
รางกาย เชน ในการวินิจฉัย การรักษา หรือในงานวิจัยตางๆ เนื่องจากปฏิกิริยาขามของแอนติบอดี
กับแอนติเจนที่ปนเปอนอยูในซีรัมที่ใชนั้นมีอยูหลายชนิด หรือการตอบสนองตอสารตางๆที่สัตว
ไดรับการกระตุน การใชโมโนโคลนอลแอนติบอดี (monoclonal antibody; MAb) ที่สรางจากโคลน
ตนกําเนิดเพียงโคลนเดียวของบี-เซลลที่มีความจําเพาะตออิพิโทปเพียง 1 ตําแหนงบนแอนติเจนจะ
สามารถแกปญหาเหลานี้ได โดยความแตกตางระหวางแอนติบอดีทั้ง 2 ชนิดดังแสดงในตารางที่ 2.5 
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ตารางที่ 2.5 คุณสมบัติและขอจํากัดในการผลิตระหวางพอลิโคลนอลแอนติบอดีและโมโนโคลนอล
แอนติบอดี 

คุณสมบัติ พอลิโคลนอลแอนติบอดี โมโนโคลนอลแอนติบอดี 
ความจําเพาะ (specificity) คว ามจํ า เ พ า ะต่ํ า เ กิ ด ก า รทํ า

ปฏิกิริยาขามไดกับสารอื่นๆได   
ความจํ า เพ าะสู ง เนื่ อ งจ าก
จําเพาะตออิพิโทปเดียวเทานั้น 

สัมพรรคภาพ (affinity) จับไดหลายอพิิโทปตอแอนติเจน จับไดอิพิโทปเดียว 
ความเขมขนแอนติบอดีที่ผลิต ประมาณ 1 mg/ml ประมาณ 100-200 μg/ml เมื่อ

เ ล้ียงในถังปฏิกรณแบบปน
กวน 

ปริมาณที่ผลิตได ประมาณ 100 ml จากซีรัมของ
กระตาย 

ปริมาณไมจํากัด 

ความบริสุทธิ์ของแอนติเจนที่
ผลิต 

ขึ้นอยูกับแอนติเจนที่ใชกระตุน
จึงจําเปนตองทําใหบริสุทธิ์ 

จําเพาะกับอิพิโทปเดียวจึงไม
จําเปนตองทําใหบริสุทธิ์ 

เวลาที่ใชในการผลิต ไมเกิน 6 สัปดาห อยางนอย 4 เดือน 
ตนทุนในการผลิต ต่ํา สูง โดยเฉพาะในเวลาเริ่มตน 
ขอดีหลัก ตนทุนต่ํา 

งายตอการผลิต 
มีความจําเพาะสูง 
ผลิตไดไมจํากัด 

ขอเสียหลัก คุณภาพแอนติบอดีในแตละครั้ง
ไมเหมือนกัน 

เสียเวลาและแรงงานในการ
ผลิตมาก 

 

2.1.8.5 การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยใชหลักการ somatic hybridization 

การใชกระบวนการทางเคมี เพื่อแยกโมโนโคลนอลแอนติบอดีออกจาก 
พอลิโคลนอลแอนติบอดีทําไดยากมาก แตในป ค.ศ.1975 George Kohler และ Cesar Milestein หา
แนวทางในการเตรียมโมโนโคลนอลแอนติบอดีได ซ่ึงไดกลายเปนเทคโนโลยีที่สําคัญทาง
ภูมิคุมกัน จากการนําบี-เซลลที่ถูกกระตุนดวยแอนติเจนที่ตองการมารวมกับเซลลมะเร็งของ
พลาสมาเซลลหรือมัยอีโลมาเซลล (myeloma cell) กลายเปนเซลลลูกผสมหรือไฮบริโดมา 
(hybridoma) ซ่ึงมีคุณสมบัติในการแบงเซลลไดอยางไมจํากัดของเซลลมะเร็งสามารถสราง
แอนติบอดีได ทําใหสามารถผลิตโคลนของไฮบริโดมาที่สามารถสรางแอนติบอดีไดจํานวนมาก
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และไมจํากัดปริมาณ เทคนิคนี้จึงเปนเทคนิคที่มีศักยภาพสูงและใชในงานตางๆไดอยางกวางขวาง 
ทําให Kohler และ Milestein ไดรับรางวัลโนเบลในป ค.ศ.1984 (ไพศาล สิทธิกรกุล, 2548) 

2.1.8.6 การสรางและการคัดเลือกเซลลไฮบริโดมา 

นําบี-เซลลจากสัตวที่ ถูกกระตุนภูมิคุมกันดวยแอนติเจนที่ตองการใหสราง
แอนติบอดีมาชักนําใหเกิดการหลอมรวมกับเซลลมัยอีโลมาไฮบริโดมาโดยการใชโพลีเอทีลีนไกล
คอล (polyethylene glycol; PEG) (รูปที่ 2.5) ในทางปฏิบัติไมสามารถหลอมรวมทุกเซลลเพื่อผลิต
ไฮบริโดมาไดทั้งหมด จึงมีทั้งเซลลที่หลอมรวมกันเอง ไมหลอมรวมกัน และไฮบริโดมาที่ไม
ตองการปะปนอยูจํานวนมาก ดังนั้นจึงตองมีการคัดเลือกใหมีเพียงแคเซลลไฮบริโดมาเทานั้นที่
สามารถอยูรอดได โดยการใชเซลลมัยอีมาที่ถูกทําใหมีความบกพรองของเอนไซม hypoxanthine-
guanine phosphoribosyl transferase (HGPRT) และ thymidine kinase (TK) ที่เกี่ยวกับกระบวนการ
สังเคราะหนิวคลีโอไทดใน Salvage pathway (รูปที่ 2.6) ซ่ึงเมื่อนําเซลลที่ผานการหลอมรวมมาเลี้ยง
ในอาหารเลี้ยงเซลล HAT  ซ่ึงมี hypoxanthine, aminopterin และ thymine ผสมอยู aminopterin จะ
ไปขัดขวาง de novo pathway ซ่ึงเปนอีกกระบวนการพื้นฐานในการสรางนิวคลีโอไทด สวน 
hypoxanthine และ thymine ทําใหเซลลสามารถเจริญเติบโตไดโดยใช Salvage pathway ดังนั้น
เซลลมัยอีโลมาที่ไมหลอมรวมหรือหลอมรวมกันเองที่ขาดเอนไซม HGPRT และ TK จะตายใน
อาหารเลี้ยงเซลล HAT เพราะไมสามารถใช Salvage pathway ในการสังเคราะหนิวคลีโอไทดได จึง
มีเพียงเซลลที่เปนไฮบริโดมาเทานั้นที่มีชีวิตรอด สวนบี-เซลลหรือเซลลอ่ืนที่ไมหลอมรวมกันหรือ
หลอมรวมกันเองจะมีชีวิตรอดเพียงระยะสั้นๆและจะตายไปเอง เมื่อไดเซลลไฮบริโดมาแลว
จําเปนตองมีการคัดเลือกเซลลที่สรางแอนติบอดีที่จําเพาะตอแอนติเจนที่ตองการ เนื่องจากไฮบริโด
มาบางเซลลเทานั้นที่ผลิตแอนติบอดีจําเพาะตอแอนติเจนที่ใหแกสัตวทดลอง ไฮบริโดมาจํานวน
มากผลิตแอนติบอดีที่จําเพาะตอแอนติเจนอื่นๆที่ไมตองการจึงจําเปนตองคัดออก วิธีที่ใชคัดเลือก
โดยทั่วไป ไดแก ELISA และ immunoassay ตางๆ 
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รูปที่ 2.5 ขั้นตอนการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีในหนูทดลอง 

 

เล้ียงในอาหารเลี้ยงเซลล HAT 
เซลลไฮบริโดมา 

เซลลจากมาม เซลลมัยอีโลมา 

PEG 

มีชีวิต 
(HGPRT+, TK+) 

ตายเองตามธรรมชาติ 
(HGPRT+, TK+) 

ตายเนื่องจากเลี้ยงใน HAT 
(HGPRT-, TK-) 

ทดสอบการสรางแอนติบอด ี

ทําใหเปนเซลลเดี่ยว 

แชแข็งในไนโตรเจนเหลว 
ผลิตแอนติบอดีในอาหารเลี้ยงเซลล 

แอนติเจน 
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รูปที่ 2.6 แนวทางการสังเคราะหนวิคลีโอไทดโดยใช De Novo และ Salvage pathway 

หลังจากสามารถพิสูจนทราบวาไดไฮบริโดมาที่มีความจําเพาะที่ตองการแลว 
จําเปนตองทําการโคลนซ้ํา (reclone) เพื่อใหแนใจวาเซลลนั้นมีตนกําเนิดมาจากเซลลเดียวจริง และ
ขยายเพิ่มจํานวนเพื่อผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีปริมาณที่ตองการตอไป 

2.1.9 หลักการ ELISA  

การตรวจที่อาศัยหลักการทางภูมิคุมกันวิทยาที่นิยมใชมากในปจจุบัน คือ enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) หรือ enzyme immunoassay (EIA) ซ่ึงใชแอนติเจนหรือ
แอนติบอดีเคลือบติดพื้นผิว และตรวจวัดสัญญาณจากปฏิกิริยากับเอนไซมที่ติดฉลากบนแอนติเจน
หรือแอนติบอดี วิธี ELISA ไดพัฒนาตอมาจาก radioimmunoassay (RIA) โดยเปลี่ยนจากการติด
ฉลากดวยสารรังสี เปนการติดฉลากดวยเอนไซม แลวตรวจวัดปฏิกิริยาดวยสารที่เปนสารตั้งตนของ
เอนไซมและเปลี่ยนสีไดเมื่อกลายเปนผลิตภัณฑ การเปลี่ยนจากสารรังสีมาเปนเอนไซมนี้ทําใหการ
ตรวจมีความสะดวกมากขึ้น ไมตองใชรังสีที่มีอันตราย ทิ้งของเสียไดงายขึ้น และชุดตรวจมีอายุการ
ใชงานไดนานเพราะไมมีการหมดอายุของสารรังสี การพัฒนา ELISA รูปแบบตางๆทําใหสามารถ
ใชเทคนิคนี้ในการตรวจสอบทั้งแอนติเจนและแอนติบอดีในแงคุณภาพหรือปริมาณได การ
ตรวจสอบในเชิงปริมาณสามารถทําไดโดยใชแอนติเจนหรือแอนติบอดีที่ทราบปริมาณเตรียมเปน
กราฟมาตรฐานสําหรับเปรียบเทียบกับผลที่ไดจากตัวอยาง (ธารารัชต ธารากุล, 2545) 

 

De Novo Pathway 
 

Ribose-5-phosphate 

Salvage pathway 
 
 
 
 

Thymidine Hypoxanthine 

Nuclieotide 
 

DNA 

TK+ 
 

HGPRT+ 
 

Aminopterin 
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เทคนิค ELISA ที่ใชในงานวิจัยนี้สามารถแบงตามหลักการไดเปน 2 ประเภท ดังนี้ 

1) Indirect ELISA  

วิธี indirect ELISA ใชในการคัดเลือกไฮบริโดมาโคลนในการผลิตโมโน
โคลนอลแอนติบอดี ทําไดโดยเติมซีรัมหรือแอนติบอดีที่จําเพาะตอแอนติเจนลงในหลุมที่เคลือบ
ดวยแอนติเจนในจานหลุม 96 หลุม ทิ้งไวใหทําปฏิกิริยากับแอนติเจนแลวลางแอนติบอดี่ไมจับกับ
แอนติเจนออก จากนั้นตรวจสอบแอนติบอดีที่จับกับแอนติเจนโดยใชแอนติบอดีตัวที่สองที่ติด
ฉลากดวยเอนไซม โดยแอนติบอดีนี้มีความจําเพาะตอชนิดของแอนติบอดีตัวแรก หลังจากลาง
แอนติบอดีอิสระออก เติมสารตั้งตนของเอนไซม (รูปที่ 2.6) ปริมาณสีที่เกิดจากปฏิกิริยาสามารถวัด
ไดโดย microplate reader ที่ออกแบบสําหรับอานจานหลุม 96 หลุม ซ่ึงจะสามารถทราบผลคาการ
ดูดกลืนแสงจากทั้ง 96 หลุมภายในเวลาไมถึงนาที  

2) Competitive ELISA 

วิธี competitive ใชในการตรวจสอบความจําเพาะและความไวของแอนติบอดี
ตอแอนติเจน โดยจะนําแอนติบอดีผสมกับตัวอยางแอนติเจนมาตรฐานหรือตัวอยางที่ตองการตรวจ 
จากนั้นเติมลงในจานหลุม 96 หลุมที่เคลือบดวยแอนติเจนเหมือนในกรณีของ indirect ELISA ซ่ึงถา
เติมความเขมขนของสารมากแอนติบอดีที่จับกับแอนติเจนที่กนหลุมจะมีนอยลง ดังนั้นหลังจากเติม
แอนติบอดีตัวที่สองที่ถูกติดฉลากดวยเอนไซมและมีความจําเพาะกับแอนติบอดีตัวแรก หลังจาก
ลางแอนติบอดีอิสระออกแลวเติมสารตั้งตนของเอนไซม (รูปที่ 2.7) ตัวอยางที่มีความเขมขนของ
แอนติเจนสูงจะใหคาการดูดกลืนแสงที่ต่ํากวาหลุมที่มีความเขมขนแอนติเจนต่ํา 
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รูปที่ 2.7 ขั้นตอนการทํา indirect ELISA และ competitive ELISA 
 : แอนติเจนที่เชื่อมกับโปรตีนพาหะ 

  : แอนติเจนอสิระ 

: แอนติบอดี  
: แอนติบอดีทีถู่กติดฉลากดวยเอนไซม 

  : สารตั้งตนของเอนไซม 

2.2 เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ 

Koesukwiwat และคณะ (2007) ไดใชเทคนิค LC-MS สําหรับตรวจสอบการ
ตกคางของสารเตตราไซคลิน TC, OTC และ CTC ในน้ํานมโค พบวาปริมาณสารที่ต่ําที่สุดที่
สามารถตรวจวัดไดคือ 0.67, 0.65 และ 2.64 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ และสามารถ
ตรวจสอบแบบปริมาณวิเคราะหไดนอยที่สุดที่ 0.95, 1.03 และ 8.64 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร  

Pena และคณะ (2005) ใชเทคนิค HPLC ที่มีเครื่องตรวจวัดแบบฟลูออเรสเซนส 
เพื่อตรวจสอบสารเตตราไซคลิน TC และ OTC ในน้ําผ้ึงโดยสกัดสารตัวอยางที่ตกคางดวย  
Na2-EDTA-Mcllvaline buffer, pH 4.0 และ solid-phase extraction (SPE) ที่แตกตางกัน mobile 
phase ที่เหมาะสมคือสารละลาย acetonitrile และ oxalate buffer ในอัตราสวน 20:80 pH 2 ความ

ลาง ลาง ลาง 

ลาง ลาง ลาง 

Indirect ELISA 

Competitive ELISA 
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เขมขน 10 มิลลิโมลาร โดยใชคอลัมน C18 Nucleocil ที่อุณหภูมิหอง ปริมาณ TC และ OTC ที่ต่ํา
ที่สุดที่สามารถตรวจวัดไดคือ 0.050 และ 0.049 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ  

Lee และคณะ (2001) ใชชุดตรวจสอบ ELISA ในการตรวจสอบสารเตตราไซคลิน 
TC, OTC และ CTC ที่ตกคางในพลาสมาของสุกรที่ยังมีชีวิตอยูเพื่อทํานายสารเหลานี้ที่จะตกคางอยู
ในเนื้อเยื่อ โดยปริมาณ TC, OTC และ CTC ที่ตรวจวัดไดนอยที่สุดของชุดตรวจสอบนี้ คือ  0.05, 
0.01 และ 0.1 ไมโครกรัมตอมิลิลิตรตามลําดับ ทําการให TC ทางปากสุกร 100 มิลลิกรัมตอน้ํา 1 
ลิตรตอวัน ฉีด OTC เขาทางกลามเนื้อสุกร 10 มิลลิกรัมตอกิโลกรมสุกรตอวัน และให CTC ทาง
ปากสุกร 1.1 กรัมตอกิโลกรัมอาหารสัตวตอวัน  เปนเวลา 5 วัน ตรวจสอบโดยนําพลาสมาจากที่ได
จากเลือดสุกรมาทํา ELISA พบวาไมสามารถตรวจสอบ TC, OTC และ CTC ที่ตกคางอยูในเลือด
เมื่อเลิกใหยา 3, 8 และ 4 วันได  

Faraj และ Ali (1981) ไดผลิตแอนติบอดีตอ TC โดยทําการเชื่อม TC-HCl เขากับ 
BSA โดยปฏิกิริยา Mannich แลวฉีดเขากระตาย หลังจากนั้นนําพอลิโคลนอลแอนติบอดีที่ไดมา
ตรวจวัดสาร TC โดยใชวิธี radioimmunoassay (RIA) โดยใชตัวแขงขันที่เปน [3H]TC พบวา
สามารถตรวจสอบสาร TC ได โดยมีคาขีดจํากัดในการวัด และคาความเขมขนของสารที่ทําใหเกิด
การยับยั้งลดลง 50 เปอรเซ็นต (50% of inhibition concentration; IC50) เทากับ 1 และ 7 นาโนกรัม
ตามลําดับ สามารภเกิดปฏิกิริยาขามกับเทากับ 10 และ 39 เปอรเซ็นตตามลําดับ นําไปตรวจสอบ TC 
ในตัวอยางพลาสมาและปสสาวะของสุนัขพบวามี %recovery อยูระหวาง 90 ถึง 95 เปอรเซ็นต 

Pastor-Navarro และคณะ (2007) ไดพัฒนาการใชเทคนิค ELISA ในการ
ตรวจสอบ TC ในน้ําผ้ึงโดยใชพอลิโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจากการกระตุนภูมิคุมกันของกระตาย
ดวยสารในกลุม TCs ที่ถูกทําใหเปนสารอนุพันธุของ carboxamido และ diazo กอนจะเชื่อมตอกับ
โปรตีนพาหะ เมื่อนําพอลิโคลนอลแอนติบอดีที่ไดมาพัฒนาเปนชุดตรวจสอบโดยวิธี indirect 
competitive ELISA พบวามีคาขีดจํากัดในการวัดที่ต่ําที่สุดถึง 0.4 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร (ppb) เกิด
การทําปฏิกิริยาขามกับสารในกลุม TCs คือ RTC, OTC, MC และ CTC ถึง 91, 30, 14 และ 10 
เปอรเซ็นตตามลําดับ และสามารถใชในน้ําผ้ึงตัวอยางได %recovery อยูระหวาง 79 ถึง 108 
เปอรเซ็นต 

 

Zhang และคณะ (2007) ไดพัฒนาการใชเทคนิค ELISA ในการตรวจสอบ TC ใน
น้ํานมโดยใชพอลิโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจากการกระตุนภูมิคุมกันของกระตายดวย TC ที่ใชวิธีใน
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การเชื่อมตอกับโปรตีนพาหะที่แตกตางกัน 3 วิธี เมื่อนําพอลิโคลนอลแอนติบอดีที่ไดมาพัฒนาเปน
ชุดตรวจสอบโดยวิธี indirect competitive ELISA พบวามี IC50 เทากับ 3.93 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
(ppm) เกิดการทําปฏิกิริยาขามกับสารในกลุม TCs คือ CTC ถึง 112 เปอรเซ็นต และ OTC นอยกวา 
2 เปอรเซ็นต และสามารถนําไปตรวจในน้ํานมตัวอยางได %recovery อยูระหวาง 74 ถึง 116 
เปอรเซ็นต 
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บทที่  3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

3.1 สัตวทดลองและเซลลท่ีใชในงานวิจัย 

ตาราง 3.1 สัตวทดลองและเซลลที่ใชในงานวิจัย 

สัตวทดลองและเซลล แหลงที่มา 
หนู Mouse สายพันธ BALB/c (inbred strain) เพศเมีย 
อายุ 8 สัปดาห 

สํานักสัตวทดลองแหงชาติ, 
มหาวิทยาลัยมหิดล 

เซลลมัยอีโลมา P3/NSI/1-4A4-1 (NS-I) ATCC No: TIB 18 

 

3.2 เคร่ืองมือ วัสดุ และอุปกรณท่ีใชในงานวิจัย 

ตาราง 3.2 เครื่องมือและอุปกรณที่ใชในงานวิจัย 

วัสดุและอุปกรณ แหลงที่มา 
กระบอกฉีดยาขนาด 1 และ 5 มิลลิลิตร Nipro, Thailand 
กลองจุลทรรศนชนิดหัวกลับ Nikon, Japan 
ขวดแกว Boro, Germany 
ขวดเลี้ยงเซลลขนาด 10 และ 250 มิลลิลิตร Nunc, Denmark 
เข็มฉีดยาขนาด18G และ 21G Nipro, Thailand 
เครื่องปนเหวี่ยง Hettich Zentrifugen, Germany 
เครื่องผสมดวยแรงหมุน (vortex) Sientific Industries, Inc., USA 
เครื่องวัดการดูดกลืนแสง BIO-TEK Instrument, Inc., USA 
เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง Metter Toledo, USA 
เครื่อง Lyophilizer Yamato, Japan 
เครื่อง Microtiterplate reader Titertek multiskan, Finland 
จานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลุม Nunc, Denmark 
จานเลี้ยงเซลล Corning Incorporated, USA 
จานเลี้ยงเซลลชนิด 96 หลุม, 48 หลุม และ 24 หลุม Corning Incorporated, USA 
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วัสดุและอุปกรณ แหลงที่มา 
ชุดอิเล็กโทรฟอเรซิส Bio-Rad, USA 
ตูดูดควัน Theera Trading co., Thailand 
ตูบมที่มีคารบอนไดออกไซด Thermo Electron Corporation, USA 
ตูปลอดเชื้อ International Scientific Supply Co.,Ltd., 

Thailand 
ทิป (tip) ขนาด 0.01, 0.2 และ 1 มิลลิลิตร  Axygen, USA 
ปมลม Iwaki, Japan 
ปเปตแกว HBG, Germany 
ปเปตอัตโนมัติ Gilson, France 
หมอนึ่งฆาเชื้อ  Udono-RII Memmert, Japan 
หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร Axygen, USA 
หลอดปนเหวี่ยงขนาด 15 และ 50 มิลลิลิตร CLP, USA 
หลอดสําหรับแชแข็งเซลล (cryotube) Nunc, Denmark 
อางควบคุมอุณหภูมิ Memmert, Germany 

 

3.3 สารเคมีท่ีใชในงานวิจัย 

ตารางที่ 3.3 สารเคมีที่ใชในการวิจัย 

สารเคมี แหลงที่มา 
Acrylamide gel Sigma-Aldrich, USA 
Aminopterine Sigma-Aldrich, USA 
Ammoniumpersulfate ((NH4)2S2O8; APS) Sigma-Aldrich, USA 
3-amino-2-oxazolidinone (AOZ) Sigma-Aldrich, USA 
Anti-Mouse IgG (Fab specific)-Peroxidase Sigma-Aldrich, USA 
Anti-Mouse IgG (whole molecule)-Peroxidase  Sigma-Aldrich, USA 
BCATM protein assay kit Pierce, USA 
Beta-mercaptoethanol Sigma-Aldrich, USA 
Bovine serum albumin (BSA) Sigma-Aldrich, USA 
Bromophenol blue Sigma-Aldrich, USA 
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สารเคมี แหลงที่มา 
Chloramphenicol Sigma-Aldrich, USA 
Chlortetracycline hydrochloride (CTC) Fluka, China 
Citric acid Merck, Germany 
Clenbuterol Sigma-Aldrich, USA 
Coomassie brilliant blue R-250 Pierce, USA 
D-glucose Sigma-Aldrich, USA 
Diethyl ether Merck, Germany 
Dimethyl sulfoxide (DMSO) Fluka, Switzerland 
di-Sodium hydrogenphosphate (Na2HPO4) Merck, Germany 
Doxycycline (DC) Sigma-Aldrich, USA 
1-ethy-3-(3-diamethylaminopropyl)carbodiimide (EDC) Sigma-Aldrich, USA 
Ethylenediamine (EDA) Sigma-Aldrich, USA 
Enrofloxacin Sigma-Aldrich, USA 
Fetal calf serum (FCS) Invitromax, USA 
Formaldehyde Sigma-Aldrich, USA 
Freund’s complete adjuvant (FCA) Sigma-Aldrich, USA 
Freund’s incomplete adjuvant (FIA) Sigma-Aldrich, USA 
Furazolidone Sigma-Aldrich, USA 
Gentamycin T.P. drug laboratories (1969) Co.,Ltd., 

Thailand 
Glycerol Sigma-Aldrich, USA 
Glycine Sigma-Aldrich, USA 
Hydrochloric acid (HCl) Sigma-Aldrich, USA 
Hydrogen peroxide (H2O2) Fluka, Switzerland 
Hypoxanthine Sigma-Aldrich, USA 
Isotyping kit Sigma-Aldrich, USA 
L-glutamine Sigma-Aldrich, USA 
Methanol BDH, England 
2-(N-morpholino) ethanesulfonic acid (MES) Fluka, China 
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สารเคมี แหลงที่มา 
Norfloxacin Sigma-Aldrich, USA 
O-phenylenediamine (OPD) Abkem Iberia L.S., Spain 
Ovalbumin (OVA) Sigma-Aldrich, USA 
Oxytetracycline hydrochloride (OTC) Fluka, China 
Penicillin G Sigma-Aldrich, USA 
Picrylsufonic acid (2,4,6-trinitrobenzene sulfonic acid; 
TNBS) 

Sigma-Aldrich, USA 

Polyethylene glycol HYBRI-MAX® (PEG) Sigma-Aldrich, USA 

Pyruvic acid Sigma-Aldrich, USA 
Rolitetracycline (RTC) Sigma-Aldrich, USA 
RPMI 1640 medium Biochrom AG, Germany 
Salbotamol Sigma-Aldrich, USA 
Skim milk Anline, Thailamd 
Sodium bicarbonate (NaHCO3) Sigma-Aldrich, USA 
Sodium carbonate (Na2CO3) Merck, Germany 
Sodium chloride (NaCl) Merck, Germany 
Sodium dihydrogen phosphate (NaH2PO4) Carlo Erba, USA 
Sodium dodecyl sulfate (SDS) Sigma-Aldrich, USA 
Sodium pyruvate Sigma-Aldrich, USA 
Streptomycin Sigma-Aldrich, USA 
Sulfuric acid (H2SO4) Merck, Germany 
Tetracycline hydrochloride (TC) Sigma-Aldrich, USA 
N,N,N,N -Tetramethy-Ethylenediamine (TEMED) Pierce, USA 
Thimerosal Sigma-Aldrich, USA 
Thymidine Sigma-Aldrich, USA 
Tris (hydroxymethyl) aminomethane (Trizma base) Sigma-Aldrich, USA 
Tween 20 Riedel-de Haën, UK 
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3.4 วิธีการดําเนินงานวิจัย 

3.4.1 การเตรียมแอนติเจนที่ใชในการฉีดกระตุนภูมิคุมกันหนู 

3.4.1.1 การเตรียมโปรตีนอัลบูมินจากซีรัมวัวที่ถูกเติมประจุบวก (cationized bovine 
serum albumin; cBSA) (Collie, de Block และ Reybroeck, 2004) 

cBSA คือโปรตีนที่ทําการเพิ่มหมูเอมีนโดยทําการเชื่อมไดเอมีนเขากับหมูคารบอก
ซิลิกของโปรตีน เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพของการกระตุนในสัตวทดลอง นําโปรตีนอัลบูมินจากซีรัม
วัว (bovine serum albumin; BSA)  ปริมาณ 50 มิลลิกรัมมาละลายใน โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 
7.4 ความเขมขน 0.1 โมลาร ที่มี ethylenediamine (EDA) ความเขมขน 1 โมลาร ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร เติม 1-ethy-3-(3-diamethylaminopropyl)carbodiimide (EDC) ใหมีความเขมขนสุดทาย
เทากับ 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร กวนเบาๆตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 2 ช่ัวโมง นําไปทํา 
dialysis ดวย ฟอสเฟตบัฟเฟอรซาไลน pH 7.4 (phosphate buffer saline; PBS) ความเขมขน 0.01 โม
ลาร วันละ 2 ครั้ง เปนเวลา 3 วัน ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นําสารละลายที่ไดมาทําใหแหงดวย
เทคนิค lyophilization นํามาวัดปริมาณโปรตีนดวยวิธี BCA โดยใช BCATM Protein Assay Kit หา
เปอรเซ็นตของหมูเอมีนที่เพิ่มขึ้นโดยวิธี TNBS และตรวจสอบหมูเอมีนที่เพิ่มขึ้นโดยคํานวณจาก
มวลโมเลกุลของโปรตีนที่เปล่ียนไปโดยวิธี Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-
flight mass spectrometry (MALDI-TOF-MS) ได cBSA ในรูปผงผลึกสีขาว เก็บที่ 4 องศาเซลเซียส  

3.4.1.2 การเตรียม TC เชื่อมกับ cBSA โดยใชปฏิกิริยา Mannich (Hermanson, 1996) 

เชื่อมตอสาร TC กับ cBSA โดยนําสารละลายโปรตีน cBSA ความเขมขน 10 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ที่ละลายใน MES pH 4.7 ความเขมขน 0.1 โมลาร ที่มีโซเดียมคลอไรดเขมขน 
0.15 โมลาร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลาย TC ที่ละลายในน้ํากล่ันที่มีความเขมขน 10 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เติมฟอรมัลดีไฮด (formaldehyde) ความเขมขน 37% 
(v/v) 250 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นนําไปทํา dialysis 
ดวยน้ํากล่ันเปนเวลา 3 วัน ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยเปลี่ยนน้ําวันละ 2 คร้ัง นํามาวัดปริมาณ
โปรตีนดวยวิธี BCA หาเปอรเซ็นตของหมูเอมีนที่ใชในการเชื่อมติดของสารโดยวิธี TNBS และ
คํานวณหาอัตราสวนการเชื่อมติดระหวาง TC กับ cBSA โดยคํานวณจากมวลโมเลกุลของโปรตีนที่
เปลี่ยนไปโดยวิธี MALDI-TOF-MS 
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3.4.1.3 การวัดปริมาณโปรตีน 

ทําการหาปริมาณโปรตีนตางๆดวยวิธี bicinchoninic acid protein assay (BCA) 
โดยใช BCATM protein assay kit โดยทําการเจือจางโปรตีนมาตรฐานใหมีความเขมขน 0, 0.1, 0.2, 
0.4, 0.6, 0.8 และ 1.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรดวย PBS และสารตัวอยาง เพื่อนํามาทํากราฟมาตรฐาน
ของโปรตีน เตรียมสารละลายที่ใชในการเกิดปฏิกิริยาโดยผสมสารละลาย A (โซเดียมไฮดรอกไซด 
(sodium hydroxide) ความเขมขน 0.1 โมลาร ที่มีโซเดียมคารบอเนต (sodium carbonate)โซเดียม 
ไบคารบอเนต(sodium bicarbonate) กรดไบคารบอรนินิค (bicinchoninic acid) และโซเดียม 
ทารเทรต (sodium tartrate) อยู) และสารละลาย B  (คูปริกซัลเฟต (cupric sulfate) เขมขน 4%) ใน
อัตราสวน 50:1 (v/v) ปเปตสารละลายโปรตีนมาตรฐานและสารตัวอยางที่เจือจางแลวลงในจาน
ทดสอบชนิด 96 หลุมหลุมละ 25 ไมโครลิตร จากนั้นเติมสารละลายที่ทําใหเกิดปฏิกิริยาหลุมละ 
200 ไมโครลิตร เขยาใหเขากัน บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 30 นาที นําไปวัดคาการ
ดูดกลืนแสงที่ 562 นาโนเมตร สรางกราฟมาตรฐานโดยใชความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสง
กับความเขมขนของโปรตีนมาตรฐาน นําคาการดูดกลืนแสงของสารตัวอยางมาเทียบกับกราฟ
มาตรฐานเพื่อนคํานวณเปนกลับปริมาณโปรตีน 

3.4.1.4 การวัดการเปลี่ยนแปลงของหมูเอมีนอิสระ 

ทําการเตรียมโปรตีนมาตรฐานใหมีความเขมขน 0.5 และ 1.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
และสารตัวอยางในโซเดียมไบคารบอเนตบัฟเฟอร(sodium bicarbonate buffer) pH 8.5 เขมขน 0.1 
โมลาร ปเปตสารละลายโปรตีนมาตรฐานและสารตัวอยางที่เจือจางแลวปริมาตร 150 ไมโครลิตรลง
ในหลอดทดลอง จากนั้นเติมสาระลาย TNBS เขมขน 0.05% (w/v) ปริมาตร 75 ไมโครลิตร เขยาให
เขากัน บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 2 ช่ัวโมง หลังจากนั้นเติม  SDS เขมขน 10% (w/v) 
ปริมาตร 75 ไมโครลิตร ตามดวยกรดไฮโดรคลอริกความเขมขน 1 นอรมอล ปริมาตร 37.5 
ไมโครลิตร และนําไปวัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 335 นาโนเมตร คํานวณหาเปอรเซ็นตของ
หมูเอมีนที่เพิ่มขึ้นและเปอรเซ็นตของหมูเอมีนที่ใชในการเชื่อมติดของสารจาก 

เปอรเซ็นตของหมูเอมีนที่เพิ่มขึ้น =
A355 ของ cBSA - A355 ของ BSA

A355 BSA  

เปอรเซ็นตของหมูเอมีนที่ถูกใช =
A355 ของ cBSA - A355 ของ TC-cBSA

A355 ของ cBSA  
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3.4.1.5 การหาอัตราสวนโมเลกุลของหมูเอมีนที่เพิ่มขึ้นและ TC ที่เชื่อมติดโดยวิธี  
MALDI-TOF MS 

หาอัตราสวนโมเลกุลของหมูเอมีนที่เพิ่มขึ้นและสารที่เชื่อมติดดวยวิธี Matrix-
Assisted Laser Desorption/Ionization Tine-Of-Flighht Mass Spectrometry (MALDI-TOF-MS) 
โดยสงตัวอยางวิเคราะหที่หนวยบริการชีวภาพ ศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ 
(BIOTEC) เพื่อหามวลโมเลกุลของสาร โดยคํานวณจาก 

จํานวนโมเลกุลของหมูเอมีนที่เพิม่ขึ้น =
มวลโมเลกุลของ cBSA - มวลโมเลกุลของ BSA

มวลโมเลกุลของเอมีน
 

จํานวนโมเลกุลของสารที่เชื่อมติด =
มวลโมเลกุลของ TC-cBSA - มวลโมเลกุลของ cBSA

มวลโมเลกุล TC
 

 

3.4.2 การฉีดกระตุนระบบภูมิคุมกันของหนูดวย TC-cBSA 

กระตุนระบบภูมิคุมกันของหนูทดลองดวย TC ที่เชื่อมกับ cBSA โดยในการฉีด
กระตุนครั้งแรกจะผสมกับ Freund’s complete adjuvant (FCA) ในอัตราสวน 1:1 (v/v) ฉีดเขา
ภายในชองทองหนูทดลองสายพันธุ BALB/c เพศเมีย อายุ 8 สัปดาห 100 ไมโครกรัมตอตัว และฉีด
กระตุนอีก 3 ครั้งทุกๆ 2 สัปดาห โดยผสมกับ Freund’s incomplete adjuvant (FIA) ในอัตราสวน 
1:1 (v/v) เชนกัน เก็บเลือดจากหางหลังฉีด 7 วัน เพื่อนําไปทดสอบหาระดับแอนติบอดี (titer 
screening) ดวยวิธี indirect ELISA ตามวิธีขอ 3.4.3.4.1 และทดสอบวาแอนติบอดีที่ไดสามารถจับ
กับ TC อิสระไดหรือไมโดยวิธี indirect competitive ELISA โดยใช TC-OVA ที่เตรียมไดจากวิธี
เดียวกับการเตรียม TC-cBSA ในขอ 3.4.1.2 แตเปล่ียนโปรตีนพาหะจาก cBSA เปน ovalbumin 
(OVA) มาเคลือบบน จานชนิด 96 หลุมสําหรับ ELISA  จากนั้นเลือกหนูตัวที่ใหระดับแอนติบอดี
สูงสุดและสามารถจับกับ TC อิสระไดไปทําตอในขั้นตอนที่ 4 โดยกอนวันหลอมรวมเซลล 3-4 วัน 
ฉีดกระตุนหนูดวย TC-cBSA ปริมาณ 100 ไมโครกรัมที่ไมผสม Freund’s adjuvant 
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3.4.3 การเตรียมและคัดเลือกเซลลไฮบริโดมาที่สรางโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ TC 

3.4.3.1 การเตรียมเซลลมัยอีโลมา 

นําเซลลมัยอีโลมา NS-I เล้ียงในอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ที่มีซีรัมจากลูกวัว  
(fetal calf serum; FCS) ความเขมขน 10% (v/v) โดยทําการเลี้ยงเซลลมัยอีโลมาใหอยูในระยะ 
เอกซโพเนนเชียลประมาณ 4-5 วันกอนทําการหลอมรวมเซลล ในวันหลอมรวมเซลลนับเซลลที่มี
ชีวิตใหมีจํานวนมากกวา 107 เซลลตอมิลลิลิตร และนําเซลลมัยอีโลมามาปนลางดวยอาหาร RPMI 
1640 ที่มี gentamycin เขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ดวยความเร็ว 1500 รอบตอนาที เปนเวลา 5 
นาที นําสวนใสออกแลวจึงเติมอาหารเลี้ยงเซลลปริมาตร 5 มิลลิลิตรเพื่อเตรียมนําไปหลอมรวมกับ
เซลลมามที่เตรียมไว 

3.4.3.2 การเตรียมเซลลมาม 

เตรียมไดจากนําหนูทดลองที่เลือก (ขอ 3.4.2) แลววาสามารถผลิตแอนติบอดีตอ
TC ทําการสลบหนูโดยใชไดเอทิลอีเธอร (diethyl ether) เจาะเลือดจากหัวใจ เพื่อเก็บซีรัมไวใช
ตอไป ทําการเปดชองทองนํามามออกมาโดยวิธีปลอดเชื้อ ใชกรรไกรตัดมามใหเปนชิ้นเล็กๆ บน
ตะแกรงลวดตาถี่ แลวใชดามของหลอดฉีดยาขนาด 10 มิลลิลิตร บดมามเบาๆ ใหละเอียด เมื่อได
เซลลมามแลวนําไปปนลางใน RPMI 1640 ปริมาตร 40 มิลลิลิตรที่มี gentamycin เขมขน 0.2 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ดวยความเร็ว 1500 รอบตอนาทีเปนเวลา 5 นาที จากนั้นทิ้งสวนใสแลวจึงเติม
อาหารเลี้ยงเซลลปริมาตร 5 มิลลิลิตรเพื่อเตรียมนําไปหลอมรวมกับเซลลมัยอีโลมาที่เตรียมไว 

3.4.3.3 การหลอมรวมเซลล (Fusion) 

นําเซลลของมามหนูจากขอ 3.4.3.2 มารวมกับเซลลมัยอีโลมาจากขอ 3.4.3.1 ใน
อัตราสวน 1:3 ผสมใหเขากันเบาๆ กอนนําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 1500 รอบตอนาที เปนเวลา 5 
นาที เทสวนใสทิ้ง เขยาเบาๆกอนหยด โพลีเอทีลีนไกลคอล (polyethylene glycol; PEG) ที่มี 
มวลโมเลกุล 3000-3700 ดาลตัน ความเขมขน 50% (v/v) ที่เปนสารชวยหลอมเซลลลงไปพรอมการ
หมุนหลอดชาๆ ควมคุมการหยด PEG (มวลโมเลกุล 3000 ถึง 3700 ดาลตัน) ใหหมดภายใน 1 นาที 
จากนั้นเติมอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ที่มี gentamycin เขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ดูดขึ้นลงเบาๆ กอนนําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 1500 รอบตอนาที เปนเวลา 
5 นาที เทสวนใสออก ทําเชนนี้ 2 ครั้งเพื่อเพื่อลาง PEG ออกจากเซลล เติมอาหารเลี้ยงเซลล HAT ที่
มี FCS ความเขมขน 20% (v/v) จากนั้นปเปตเซลลลงในจานเลี้ยงเซลลชนิด 96 หลุมหลุมละ 200 
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ไมโครลิตร นําไปเลี้ยงในตูบมที่มีคารบอนไดออกไซดความเขมขน 5% ที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เล้ียงเซลล 12-14 วัน เมื่อเซลลไฮบริโดมาเจริญไดประมาณ 25% ของพ้ืนที่กนหลุม นํา
อาหารเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาในแตละหลุมไปทดสอบวามีการสรางแอนติบอดีตอ TC หรือไมตาม
วิธีในขอ 3.4.3.4 

3.4.3.4 คัดเลือกเซลลไฮบริโดมาที่มีความสามารถในการสรางแอนติบอดีตอ TC 

3.4.3.4.1 คัดเลือกขั้นที่ 1 โดยวิธี indirect ELISA 

ทําการเคลือบพื้นหลุมของจาน ELISA ชนิด 96 หลุมดวย TC-OVA (เตรียมได
เชนเดียวกับ TC-cBSA ตามวิธีในขอ 3.4.1.2) เขมขน 3 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร หลุมละ 100 
ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12-24 ช่ัวโมง นํามาลางดวย PBS ที่มี 
Tween20 (PBS-T) เขมขน 0.05% (v/v) จํานวน 4 คร้ัง เติมสารละลายนมพรองมันเนย (skim milk) 
เขมขน 5% (w/v) ใน PBS หลุมละ 300 ไมโครลิตร แลวนําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 
ช่ัวโมง ลางดวย PBS-T จํานวน 3 คร้ัง เติมตัวอยาง (เลือดหนูหรืออาหารเลี้ยงเซลล) หลุมละ 100 
ไมโครลิตร นําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ช่ัวโมง ลางดวย PBS-T จํานวน 3 คร้ัง เติม
แอนติบอดีทุติยภูมิ goat anti-mouse IgG ที่มีเอนไซม horse redish peroxidase (GAM-HRP) เชื่อม
อยูที่เจือจาง 1:10000 หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ลางดวย 
PBS-T จํานวน 3 ครั้ง เติมสารละลายสับสเตรตที่ประกอบดวย OPD และ H2O2 ละลายในฟอสเฟต 
ซิเตรทบัฟเฟอร (phosphate citrate buffer) pH 5.0 ความเขมขน 0.15 โมลาร หลุมละ 150 
ไมโครลิตร  เปนเวลา 10 นาที เติมกรดซัลฟวริก (sulfuric acid) เขมขน 2.5 โมลาร หลุมละ 100 
ไมโครลิตร เพื่อหยุดปฏิกิริยา นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร 

3.4.3.4.2 คัดเลือกขั้นที่ 2 โดยวิธี indirect competitive ELISA 

เพื่อทดสอบหาแอนติบอดีที่สามารถจับกับ TC ที่อยูในรูปอิสระ โดยปเปต
สารละลาย TC ความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตรลงในจานหลุม 
ELISA ที่เคลือบดวย TC-OVA ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ที่ผานการเติมสารละลายนมพรองมันเนย 
และลางดวย PBS-T แลว จากนั้นปเปตอาหารเลี้ยงเซลล (หรือซีรัมหนู) จากหลุมที่ใหผลบวกในการ
คัดเลือกขั้นแรก (ขอ 3.4.3.4.1) ลงไปผสมกับสารละลาย TC  นําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 2 ช่ัวโมง จากนั้นทําขั้นตอนเดียวกับวิธี indirect ELISA ถาหลุมที่เติม TC อิสระใหคาการ
ดูดกลืนแสงที่ลดลง เมื่อเทียบกับหลุมที่ไมเติม TC อิสระ แสดงวาในอาหารเลี้ยงเซลลที่มาจากหลุม
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ดังกลาวมีแอนติบอดีที่สามารถจับกับ TC ในรูปอิสระได นําเซลลไฮบริโดมาในหลุมนั้นมาแยกให
ไดโคลนเดี่ยว โดยวิธี limiting dilution  

3.4.3.5 การแยกเซลลไฮบริโดมาใหไดเซลลเดี่ยวโดยวิธี limiting dilution 

เพื่อยืนยันวาเซลลไฮบริโดมามาจากตนกําเนิดเดียวกัน นําเซลลไฮบริโดมาที่
สามารถผลิตแอนติบอดีตอ TC ในรูปอิสระจากการคัดเลือกขั้นที่ 2 มาทําใหเปนโคโลนีเดี่ยวโดย
การเจือจางเซลลใหได 1 เซลลตอหลุม เมื่อเซลลเจริญเปนโคโลนีเดียวในหลุม นําน้ําเลี้ยงเซลลมา
ตรวจหาวายังคงมีแอนติบอดีตอ TC หรือไม ถาเซลลยังคงมีการสรางแอนติบอดีตอ TC ขยายเพิ่ม
จํานวนเซลล จากนั้นนําไปแชแข็งในไนโตรเจนเหลว และเก็บอาหารเลี้ยงเซลลไวใชทดสอบตอไป 

3.4.3.6 การเก็บเซลลไฮบริโดมาในไนโตรเจนเหลว 

นําเซลลไฮบริโดมาที่ตองการเก็บ มาเลี้ยงตอในอาหาร RPMI 1640 ที่มี FCS 
เขมขน10% (v/v) ใหอยูในชวงเอกซโพเนนเชียลมาปนเหวี่ยงใหเซลลตกตะกอนดวยความเร็ว 1500 
รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที จากนั้นดูดอาหารเลี้ยงเซลลที่อยูดานบนทิ้ง และเติมน้ํายาเก็บเซลลที่มี 
ไดเมทิลซัลฟอกไซด (DMSO) ความเขมขน 10% (v/v) ขณะเย็นลงไปปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใช 
พลาสเจอรปเปตดูดขึ้นลงเบาๆ จนเซลลเขากันดีกับน้ํายาเก็บเซลล กอนถายเซลลลงในหลอดเก็บ
เซลลขนาด 2 มิลลิลิตร และนําไปแชที่อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส ขามคืน จากนั้นจึงยายลงไปแช
ในไนโตรเจนเหลวที่มีอุณหภูมิประมาณ -196 องศาเซลเซียส 

3.4.3.7 การนําเซลลไฮบริโดมาที่เก็บในไนโตรเจนเหลวกลับมาเลี้ยง 

นําหลอดที่เก็บเซลลไฮบริโดมาออกมาจากการเก็บในไนโตรเจนเหลวมาละลายที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ทันที เมื่อน้ํายาเก็บเซลลในหลอดละลายหมดแลวใหถายเซลลลงหลอด
ที่มีอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร นําไปปนที่ความเร็ว 1500 รอบตอนาที เปน
เวลา 5 นาที กอนนําเซลลไปเลี้ยงตอในอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ที่มี FCS ความเขมขน 20% 
(v/v) 

 

 

 



                             

36 
 

3.4.4 การศึกษาลักษณะสมบัติเบื้องตนของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ได 

3.4.4.1 การตรวจสอบไอโซไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยใชชุด
ตรวจสอบสําเร็จรูป 

นําโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดมาทําการตรวจสอบไอโซไทปโดยใชชุด
ตรวจสอบ Isotyping kit โดยทําการเตรียมแอนติบอดีที่จําเพาะตอไอโซไทปชนิดตางๆ (IgG1, IgG2a, 
IgG2b, IgG3, IgA และ IgM) นํามาเจือจาง 1:1000 เทาใน PBS แลวเติมลงในหลุมของจานชนิด 96 
หลุม หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง นํามาลางดวย 
PBS-T จํานวน 3 ครั้ง เติมแอนติบอดีที่ตองการตรวจหลุมละ 100 ไมโครลิตร บมที่ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง เติมแอนติบอดีทุติยภูมิที่จําเพาะตอ IgG ของหนูที่มี HRP เชื่อมอยู ซ่ึง
จําเพาะตอ Fab (Anti-Mouse IgG (Fab specific)-Peroxidase) ที่เจือจาง 1:2000 ใน PBS-T บมที่
อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที ลางดวย PBS-T จํานวน 3 คร้ังเติมสารละลายสับสเตรตที่
ประกอบดวย OPD และ H2O2 ละลายในฟอสเฟตซิเตรทบัฟเฟอร pH 5.0 ความเขมขน 0.15 โมลาร 
หลุมละ 150 ไมโครลิตร  เปนเวลา 10 นาที เติมกรดซัลฟวริกเขมขน 2.5 โมลาร หลุมละ 100 
ไมโครลิตร เพื่อหยุดปฏิกิริยา นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร 

3.4.4.2 การทดสอบความไว (sensitivity) ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

ความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจะรายงานเปนคาความเขมขนของสารที่
นอยที่สุดที่สามารถตรวจวัดได (limit of detection; LOD) โดยการนําคาการดูดกลืนแสงโดยวิธี 
indirect competitive ELISA ที่ทําไดโดยนําแอนติบอดีที่ความเจือจางที่เหมาะสมมาผสมรวมกับสาร
ที่ตองการทดสอบที่ความเขมขน 10-3-104 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ซ่ึงจะเกิดการแยงจับกันระหวาง
สารที่ตองการทดสอบในสารละลายกับสารที่เคลือบอยูกนหลุม มาเขียนกราฟโดยใชโปรแกรม
สําเร็จรูป GraphPad Prism 4 โดยแกน Y เปนคา %B/B0 และแกน X เปนคาล็อกการิทึมของความ
เขมขนของสารที่ทดสอบ และคํานวณคา LOD ไดจากสูตรเพื่อนนํามาเทียบกับกราฟไดเปนความ
เขมขน 

LOD = B0- 3SD 

เมื่อ B, B0 คือ คาการดูดกลืนแสงจาก ELISA ที่มีหรือไมมีแอนติเจนตามลําดับ 
 SD คือ คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
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3.4.4.3 การทดสอบความจําเพาะ (specificity) ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ 
TC  

ความจําเพาะของแอนติบอดีจะรายงานอยูในคาของการทดสอบปฏิกิริยาขามของ
โมโนโคลนอลแอนติบอดี เพื่อทดสอบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดสามารถเกิดปฏิกิริยากับ
สารในกลุม TCs และสารนอกกลุมหรือไม โดยวิธี indirect competitive ELISA ที่ทําไดโดย
แอนติบอดีที่ความเจือจางที่เหมาะสมมาผสมรวมกับสารที่ตองการทดสอบที่ความเขมขน 10-3-104 
นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ซ่ึงจะเกิดการแยงจับกันระหวางสารที่ตองการทดสอบในสารละลายกับสาร
ที่เคลือบอยูกนหลุม มาเขียนกราฟโดยใชโปรแกรมสําเร็จรูป GraphPad Prism 4 โดยแกน Y เปนคา 
%B/B0 และแกน X เปนคาล็อกการิทึมของความเขมขนของสารที่นํามาทดสอบ โดยคาความเขมขน
ของสารที่ทําใหเกิดการยับยั้งที่ 50 เปอรเซ็นต (50% of inhibition concentration; IC50) หาไดจาก
การนําคาที่ 50% ของ B/B0 มาเทียบกับกราฟไดเปนคาความเขมขน และนําคาการดูดกลืนแสงที่
ไดมาหาคา IC50 ของสารแตละตัวที่ใชเปนตัวแขงขัน 

เปอรเซ็นตปฏิกิริยาขาม =
IC50 ของ TC

IC50 ของตัวแขงขันอื่น
 

3.4.5 การทําแอนติบอดีใหบริสุทธิ์  

 นําเซลลไฮบริโดมาที่ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ TC มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล 
RPMI ที่มี FCS เขมขน 10% ปริมาตร 600 มิลลิลิตร ในขวดเลี้ยงเซลลแบบปนกวนขนาด 1 ลิตร 
เก็บอาหารที่ใชเล้ียงเซลลเพื่อนํามาแยกแอนติบอดีใหบริสุทธิ์โดยดวยโครมาโทกราฟแบบ 
สัมพรรคภาพ (affinity chromatography column) โดยใชโปรตีนจี  

3.4.5.1 การทําแอนติบอดีใหบริสุทธิ์โดยใชโปรตีนจี (Wikströms, 2005) 

นําโปรตีนจีเซฟาโรส (Protein G sepharose) 5 มิลลิลิตรที่อยูในภาชนะที่มี
เอธานอลเขมขน 20% (v/v) เปลี่ยนใหอยูในโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 7.0 ความเขมขน 20  
มิลลิโมลาร จากนั้นเตรียมคอลัมนโปรตีนจีใหเขาสูสภาวะสมดุลโดยปรับอัตราการไหลเทากับ 1 
มิลลิลิตรตอนาที จากนั้นเติมอาหารเลี้ยงเซลลที่มีแอนติบอดีที่ตองการทําใหบริสุทธิ์ลงในคอลัมน
โปรตีนจี ปริมาตร 300 มิลลิลิตร ลางโปรตีนที่ไมจับกับคอลัมนออกดวย โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร 
pH 7.0 ความเขมขน 20 มิลลิโมลาร ทําการชะแอนติบอดีออกจากคอลัมนโปรตีนจี โดยใชไกลซีน
ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร (glycine-HCl) pH 2.7 ความเขมขน 0.1 โมลาร พรอมกับเก็บสารละลายที่
ออกมาจากคอลัมนหลอดละ 1 มิลลิลิตรในหลอดที่เก็บที่มีทริสไฮโดรคลอไรด (Tris-HCl) pH 9 
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เขมขน 1 โมลาร ปริมาตร 65 ไมโครลิตรอยูเพื่อปรับคาความเปนกรดเบสใหเปนกลาง หลังจากนั้น
นําสารละลายในแตละหลอดไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร และทํา 
indirect ELISA เพื่อนํามาวาดเปนโครมาโตแกรม แลวนําสารละลายในหลอดทดลองที่มีแอนติบอดี
มารวมกัน นําไปทํา dialysis ดวย PBS ที่มี 0.01% Thimerosal อยูเปนเวลา 3 วัน ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส โดยเปลี่ยนบัฟเฟอรวันละ 2 คร้ัง คร้ังละ 1 ลิตร กอนนําหาปริมาณโปรตีนและปริมาณ
แอนติบอดีตอไป 

3.4.5.2 การหาปริมาณแอนติบอดีโดยการทํา ELISA 

หาปริมาณแอนติบอดีในอาหารเลี้ยงเซลลกอนทําใหบริสุทธิ์ ทําการเจือจางอาหาร
เล้ียงเซลลและแอนติบอดีที่ทําใหบริสุทธิ์แลวใหมีความเขมขน 0, 0.05, 0.1, 0.2 และ 0.4 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรเพ่ือสรางเปนกราฟมาตรฐานของแอนติบอดี นํามาทํา indirect ELISA สราง
กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของแอนติบอดีกับคาการดูดกลืนแสงที่ 492 
นาโนเมตร หาปริมาณแอนติบอดีในอาหารที่ไดจากการเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา โดยเปรียบเทียบกับ
กราฟมาตรฐานที่ได   

3.4.5.3 การทดสอบความบริสุทธิ์และหามวลโมเลกุลของโมโนโคลนอล
แอนติบอดี  

3.4.5.4.1 การเตรียมพอลิอะคริลาไมดเจลชนิดแผน 

ทดสอบความบริสุทธิ์และหามวลโมเลกุลของโมโนโคลนอลแอนติบอดีดวยวิธี 
พอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโทรฟอเรซิสแบบเอสดีเอส (SDS-Polyacrylamide Gel Electrophoresis; 
SDS-PAGE)  โดยเตรียม 10% separating gel ที่มีความกวางไมต่ํากวา 5 เซนติเมตร ยาว 8 
เซนติเมตร และหนา 0.75 เซนติเมตร ปรับผิวหนาเจลใหเรียบโดยเติมน้ํากลั่น ตั้งทิ้งไวเพื่อใหเจล 
เกิดการแข็งตัว (polymerization) อยางสมบูรณ เมื่อเจลแข็งตัวแลวเทน้ํากลั่นสวนบนทิ้ง เท 5% 
stacking gel ที่ดานบนของ separating gel และใสหวี (comb) ที่เปนแมพิมพหลุมเจล ตั้งทิ้งไวเพื่อให
เจลแข็งตัว (ขอ ข.6 ภาคผนวก ข) 
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3.4.5.4.2 การเตรียมสารละลายตัวอยาง 

 เตรียมสารละลายตัวอยางใหมีปริมาณโปรตีน 5 มิลลิกรัมและมีปริมาตรไมเกิน 60 
ไมโครลิตรตอหลุมของเจล ผสมกับสารละลายสียอมที่มี SDS, β-mercaptoethanol และ 
bromophenol blue (SDS staining dye) ในอัตราสวน 1:1 นําไปตมที่อุณหภูมิ 100 องศเซลเซียส เปน
เวลา 5 นาที ตั้งทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภูมิหองกอนนําไปปเปตในหลุมเจล (ขอ ข.6 ภาคผนวก ข) 

3.4.5.4.3 การทําอีเล็กโทรฟอเรซิส  

ทําการแยกแอนติบอดีโดยนําเจลที่เตรียมไวไปประกอบเขากับเครื่องทําอิเล็กโทร
ฟอเรซิส (electrophoresis chamber) ที่มี SDS ในไกลซีนไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร (running buffer) 
ทั้งสวนบนและลางของเครื่อง นําสารละลายตัวอยางมาปเปตในหลุมเจลไมเกินหลุมละ 60 
ไมโครลิตร สวนหลุมของ marker ใหปเปตปริมาตร 2.5 ไมโครลิตร ตอขั้วไฟฟาเขากับเครื่องจาย
ไฟฟา (power supply) เร่ิมการแยกโปรตีนโดยใหกระแสไฟฟาที่มีความตางศักยคงที่ที่ 100 V เปน
เวลา 90 นาที จนแถบสีของสียอมเคลื่อนไปจนเกือบถึงปลายเจลจึงหยุดใหกระแสไฟฟา นําเจลที่ได
ไปยอมสีดวย coomassie blue (staining solution) เปนเวลา 15 นาที และลางในสารละลายของ 
เมธานอลและกรดแอซิติก (destaining solution) จนกวาจะเห็นแถบของโปรตีนชัดเจน (ขอ ข.6 
ภาคผนวก ข) 

3.4.5.4 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังทําใหบริสุทธิ์ 

นําโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ทําใหบริสุทธิ์แลวมาทดสอบความไวดวยวิธี 
indirect competitive ELISA ตามขั้นตอนในขอ 3.4.4.2 
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บทที่  4 

ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 

4.1 ผลการเตรียมแอนติเจนเพื่อใชในการฉีดกระตุนสัตวทดลอง 

สารเตตราไซคลิน (Tetracycline; TC) มีมวลโมเลกุลขนาดเล็กเรียกวาแฮปเทน 
(hapten) ซ่ึงไมสามารถกระตุนภูมิคุมกันของหนูใหสรางแอนติบอดีตอ TC ไดดวยตัวมันเอง ดังนั้น
จึงตองเชื่อม TC กับโปรตีนพาหะที่มีมวลโมเลกุลขนาดใหญกอนนําไปใชในการฉีดกระตุนหนู
ทดลอง 

4.1.1 ผลการเตรียมโปรตีนพาหะ  

จากการนําโปรตีน BSA มาทําปฏิกิริยากับ EDA โดยมี EDC เปนสารตัวกลาง
เพื่อใหเกิดการแทนที่ไดเอมีนเขาที่ตําแหนงของหมูคารบอกซิลิกของโปรตีนเกิดเปนหมูเอมีนขึ้น
แทน ปฏิกิริยาดังรูปที่ 4.1  

 

รูปที่ 4.1 การแทนที่ไดเอมนีเขาที่ตําแหนงของหมูคารบอกซิลิกของโปรตีนโดยใช EDA และ EDC 
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พบวาเมื่อทําการเพิ่มหมูเอมีนใหกับโปรตีน BSA ใหเปนโปรตีนพาหะ cBSA แลว
นําไปวัดปริมาณโปรตีนโดยวิธี BCA เพื่อหาความเขมขนของโปรตีนสําหรับนําไปใชในการเชื่อม
ติดกับ TC ตอไป โดยนําคาการดูดกลืนแสงที่ 562 นาโนเมตรที่ความเจือจางตางๆ เทียบกับคาการ
ดูดกลืนแสงที่ไดจากกราฟมาตรฐานของ BSA (ตารางที่ ก.1 และรูปที่ ก.1, ภาคผนวก ก) ผลดัง
ตารางที่ 4.1 ไดความเขมขนของโปรตีน cBSA เทากับ 3.46 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เมื่อนําไปทําให
แหงดวยเทคนิค lyophilization จะไดโปรตีน cBSA ในรูปผงสีขาว 

ตารางที่ 4.1 คาความเขมขนของโปรตีนพาหะ cBSA โดยใชวิธี BCA 

คาความเจือจาง คาการดูดกลืนแสงที่ 562 นาโนเมตร 
ความเขมขนของโปรตีน 

(mg/ml) 
1:4 0.689 3.31 
1:8 0.376 3.60 

ความเขมขนโปรตีนเฉลี่ย 3.46 

จากการนําโปรตีน cBSA ไปหาโมเลกุลของหมูเอมีนที่เพิ่มขึ้นโดยวิธี TNBS  
โดยสาร TNBS เมื่อจับกับหมูเอมีนอิสระแลวจะเกิดปฏิกิริยาเปลี่ยนเปนสีสมที่สามารถดูดกลืนแสง
ไดที่ความยาวคลื่น 335 นาโนเมตร ไดผลดังตารางที่ 4.2 พบวาหมูเอมีนบนโมเลกุลของ BSA มีเพิ่ม
มากขึ้นเฉลี่ย 8.06 เปอรเซ็นต 

ตารางที่ 4.2 ผลทดสอบการเพิ่มหมูเอมีนในโมเลกุลของโปรตีน BSA โดยวิธี TNBS 

ความเขมขนโปรตีน 
(mg/ml) 

A355 ของโปรตีน BSA  
A355 ของโปรตีน 

cBSA 
คาเปอรเซ็นตหมูเอมีน
ที่เพิ่มขึ้นของ cBSA 

0.5 0.746 0.792 6.24 
0.25 0.417 0.455 9.12 
0.125 0.221 0.241 8.82 

คาเปอรเซ็นตเฉล่ียของหมูเอมีนที่เพิ่มขึ้น 8.06 

ผลการหามวลโมเลกุลของ cBSA โดยใชเทคนิค MALDI-TOF MS แสดงในรูปที่ 
4.2 จากโครมาโตแกรมที่ไดพบวาโปรตีน BSA มีมวลโมเลกุล 67020.67 ดาลตัน และโปรตีน cBSA 
มีมวลโมเลกุล 67415.80 ดาลตัน มีมวลโมเลกุลมากขึ้น 395.13 ดาลตัน แสดงวามีหมูเอมีน (มวล
โมเลกุล 16.5 ดาลตัน) เพิ่มขึ้นในโปรตีน BSA เทากับ 24 โมเลกุล จากการทําใหโมเลกุลของ BSA 
มีหมูเอมีนเพิ่มขึ้น นั่นคือ cBSA และใชเปนโปรตีนพาหะ สงผลใหโอกาสในการเชื่อมติดกับ 
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แฮปเทนมีมากขึ้น ซ่ึงจากรายงานของ Muckerheide และคณะ (1987) พบวาการใช cBSA เปน
โปรตีนพาหะ ชวยทําใหประสิทธิภาพของการกระตุนในสัตวทดลองเพิ่มมากขึ้น เนื่องจากกระตุน
การแบงตัวของที-เซลล โดยเฉพาะ TH ไดไวกวาโปรตีนในรูปเดิม (native form) 

 

 

 
 BSA cBSA 

รูปที่ 4.2 โครมาโตแกรมของมวลโมเลกุลของโปรตีน BSA และ cBSA โดยวิธี MALDI-TOF MS 

4.1.2 ผลการเตรียม TC เชื่อมกับ cBSA  

จากการเตรียมแอนติเจนที่จะนํามาฉีดกระตุนระบบภูมิคุมกันหนูโดยทําการ
เชื่อมตอ TC กับโปรตีนพาหะ cBSA โดยใชปฏิกิริยา Mannich ซ่ึงจะมีการเติมฟอรมัลดีไฮดทําให
เกิดปฏิกิริยาควบแนนระหวางหมูเอมีนของโปรตีนพาหะกับวงฟนอลของ TC โดยจะเกิดตัวเชื่อม 
เมทธิลลีนขึ้นระหวางสองโมเลกุล (รูปที่ 4.3) นําไปวัดปริมาณโปรตีนโดยวิธี BCA เพื่อหาความ
เขมขนของโปรตีน โดยนําคาการดูดกลืนแสงที่ 562 นาโนเมตรที่ความเจือจางตางๆ เทียบกับคาการ
ดูดกลืนแสงที่ไดจากกราฟมาตรฐานของ cBSA (ตารางที่ ก.2 และรูปที่ ก.2, ภาคผนวก ก) ไดผลดัง
ตารางที่ 4.3 พบวาแอนติเจน TC-cBSA มีความเขมขนของโปรตีน 2.59 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

  

67020.672 67415.795 
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รูปที่ 4.3 การเชื่อม TC กับโปรตีนพาหะ cBSA โดยใชปฏิกิริยา Mannich 

ตารางที่ 4.3 คาความเขมขนของแอนติเจน TC-cBSA โดยใชวิธี BCA 

คาความเจือจาง A562 
ความเขมขนของโปรตีน  

(mg/ml) 
1:5 0.537 2.45 
1:10 0.299 2.73 

ความเขมขนโปรตีนเฉลี่ย 2.59 

จากการทดสอบประสิทธิภาพการเชื่อมติดโดยการนําแอนติเจน TC-cBSA มาหา
โมเลกุลของหมูเอมีนของโปรตีน cBSA ที่ถูกใชไปในการเชื่อมตอกับ TC โดยวิธี TNBS ไดผลดัง
ตารางที่ 4.4 พบวาหมูเอมีนที่ใชในการเชื่อมติดระหวาง TC กับ cBSA คิดเปน 26.42 เปอรเซ็นต 

ตารางที่ 4.4 คาเปอรเซ็นตของการเชื่อมติดระหวาง TC กับโปรตีน cBSA โดยวิธี TNBS 

ความเขมขนโปรตีน 
(mg/ml) 

A355 ของ cBSA A355 ของ TC-cBSA 
คาเปอรเซ็นตการเชื่อม

ติด 
1.0 1.143 0.912 20.21 
0.5 0.622 0.419 32.64 
คาเปอรเซ็นตเฉล่ียการเชื่อมติดแอนตเิจน TC-cBSA 26.42 
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และทําการยืนยันผลการเชื่อมติดโดยหาอัตราสวนโมเลกุลของ TC ที่เชื่อมกับ 
cBSA 1 โมเลกุล จากการหามวลโมเลกุลของ cBSA ที่เปล่ียนไปโดยเทคนิค MALDI-TOF MS 
แสดงในรูปที่ 4.4 จากโครมาโตแกรมที่ไดพบวาโปรตีน cBSA มีมวลโมเลกุล 67415.80 ดาลตัน 
(จากรูป4.1) และแอนติเจน TC-cBSA มีมวลโมเลกุล 71573.811 ดาลตัน มีมวลโมเลกุลมากขึ้น 
4158.011 ดาลตัน สามารถคํานวณเปนอัตราสวนโมเลกุลของ TC (มวลโมเลกุล 444.44 ดาลตัน) ที่
เชื่อมกับโปรตีนพาหะ cBSA1 โมเลกุลเทากับ 9 โมเลกุล ในขณะผลของการเชื่อม TC กับ BSA โดย
ปฏิกิริยา Mannich ในงานวิจัยของ Faraj และ Ali (1980) พบวาสามารถเชื่อมตอ TC ไดถึง 30-40 
โมเลกุลบน BSA แตเมื่อนํา TC-cBSA ไปฉีดกระตุน พบวาหนูสามารถสรางแอนติบอดีตอ TC ได
เชนกัน แมวา TC ที่เชื่อมกับ cBSA มีอัตราสวนนอยกวางานวิจัยของ Faraj และ Ali (1980) ก็ตาม 

  

TC-cBSA 

รูปที่ 4.4 โครมาโตแกรมของมวลโมเลกุลของ TC-cBSA โดยวิธี MALDI-TOF MS 

 

4.2 ผลการฉีดกระตุนระบบภูมิคุมกันของหนูใหสรางแอนตบิอดีตอ TC 

จากการฉีดกระตุนหนูทดลองทั้งหมด 5 ตัวดวยแอนติเจน TC-cBSA ที่เตรียมได 
และนําซีรัมของหนูทดลองที่ไดรับการฉีดกระตุนมาหาระดับแอนติบอดีดวยวิธี indirect ELISA 
และทดสอบการสรางแอนติบอดีตอ TC ดวยวิธี indirect competitive ELISA ทําการคัดเลือกหนูที่
ใหระดับแอนติบอดีสูงที่สุด และสามารถจับกับ TC ในรูปอิสระได เพื่อใชสําหรับหลอมรวมเซลล
เพื่อผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอไป 

71573.811 
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4.2.1 การหาระดับแอนติบอดี (antibody titer) ของหนูทดลองที่ไดรับการฉีดกระตุน 

จากการทดสอบหาระดับแอนติบอดีดวยวิธี indirect ELISA ไดผลดังรูปที่ 4.5 และตารางที่ 
4.5 โดยเลือกระดับแอนติบอดีคือความเจือจางของซีรัมที่ใหคาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร
ประมาณ 0.1 พบวาหนูทั้ง 5 ตัวสามารถผลิตแอนติบอดีตอ TC-cBSA โดยมีระดับแอนติบอดีเทากับ 
1:64000, 1: 64000, 1:512000, 1:256000 และ 1:64000 ตามลําดับ 

 

 

รูปที่ 4.5 ระดับแอนติบอดีจากซีรัมของหนูทดลองที่ไดรับการฉีดกระตุนดวย TC-cBSA จํานวน 5 
ตัวดวยวิธี indirect ELISA โดยใชแอนติเจน TC-OVA ความเขมขน 3 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตรเคลือบที่กนหลุม และใชซีรัมของหนูทดลองเจือจาง 1:1000 ถึง 1:512000 
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ตารางที่ 4.5 การทดสอบระดับแอนติบอดีจากซีรัมของหนูทดลองที่ไดรับการฉีดกระตุนดวย TC-
cBSA จํานวน 5 ตัวดวยวิธี indirect ELISA 

ความเจือจาง
ของซีรัม 

A492 
ซีรัมหนู
กอนถูก
กระตุน 

หนูตวัที่ 1 หนูตวัที่ 2 หนูตวัที่ 3 หนูตวัที่ 4 หนูตวัที่ 5 

1:1000 0.076 1.575 1.617 2.348 2.170 1.423 
1:2000 0.058 1.249 1.190 2.189 1.852 1.085 
1:4000 0.044 0.880 0.840 1.957 1.448 0.794 
1:8000 0.042 0.579 0.549 1.611 1.070 0.538 

1:16000 0.039 0.331 0.339 1.207 0.700 0.348 
1:32000 0.036 0.192 0.198 0.778 0.432 0.212 
1:64000 0.036 0.128 0.129 0.518 0.271 0.155 
1:128000 0.035 0.086 0.090 0.311 0.186 0.110 
1:256000 0.035 0.070 0.070 0.194 0.138 0.098 
1:512000 0.035 0.056 0.056 0.118 0.123 0.091 

 

4.2.2 ผลการทดสอบความจําเพาะของแอนติบอดีตอ TC ในรูปอิสระ 

จากการทําการทดสอบความจําเพาะของแอนติบอดีตอ TC ในรูปอิสระดวยวิธี 
indirect competitive ELISA ไดผลดังตารางที่ 4.6 พบวาแอนติบอดีจากหนูทั้ง 5 ตัวสามารถจับกับ 
TC ในรูปอิสระได เนื่องจากเมื่อมี TC เปนตัวแขงขันคาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตรของการ
ทํา competitive ELISA ลดลงเมื่อเทียบกับคาที่ไมมีการเติมสารอิสระลงไป โดยจะมีคาลดลงเปน 
68.0-91.4 เปอรเซ็นต และแอนติบอดีจากหนูทั้ง 5 ตัวไมจําเพาะตอสวนของ BSA เนื่องจากคาการ
ดูดกลืนแสงลดลงเพียงเล็กนอยเทานั้นเมื่อใช BSA เปนแอนติเจนแยงจับ  
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ตารางที่ 4.6 การทดสอบความสามารถในการจับกับแอนติเจนอิสระของซีรัมของหนูทดลองที่ไดรับ
การฉีดกระตุนดวย TC-cBSA 

ซีรัม 
 

ความเจือจาง 

A492 %A492ที่ลดลง 
เมื่อเติม TC ไมเติมสารอิสระ 10 μg/ml BSA  10 μg/ml TC 

หนูตวัที่ 1 1:2000 1.205 1.059 0.201 83.32 
หนูตวัที่ 2 1:2000 0.925 0.810 0.165 82.16 
หนูตวัที่ 3 1:16000 0.852 0.744 0.380 55.40 
หนูตวัที่ 4 1:8000 1.239 1.196 0.084 91.74 
หนูตวัที่ 5 1:2000 1.229 1.227 0.393 68.02 

 

4.3 ผลการหลอมรวมเซลลและคัดเลือกเซลลไฮบริโดมาที่สรางโมโนโคลนอลแอนติบอดตีอ TC 

ทําการหลอมรวมเซลลระหวางเซลลมามของหนูที่ไดรับการฉีดกระตุนกับ
เซลลมะเร็ง NSI ทั้งหมด 5 ครั้ง หลังจากนั้นประมาณ 1 สัปดาห ตรวจดูเซลลไฮบริโดมาดวยกลอง
จุลทรรศนชนิดหัวกลับพบเซลลไฮบริโดมามีลักษณะเปนโคโลนีขนาดเล็กในหลุม นําอาหารเล้ียง
เซลลจากหลุมที่พบไฮบริโดมามาทําการคัดกรองโดยวิธี indirect ELISA และ indirect competitive 
ELISA (ตารางที่ ก.3 ภาคผนวก ก) ไดผลดังตารางที่ 4.7 ผลของการหลอมรวมเซลลทั้ง 5 ครั้งทําให
ไดไฮบริโดมาเซลลที่สามารถผลิตแอนติบอดีตอ TC อิสระทั้งหมด 3 หลุม นําแตละหลุมมาทําการ
แยกเซลลเดี่ยวโดยวิธี limiting dilution เพื่อยืนยันวาเซลลไฮบริโดมามาจากตนกําเนิดเดียวกันและ
ยังคงสรางแอนติบอดีตอ TC อิสระอยู โดยตั้งเปนรหัสจากการหลอมรวมเซลลครั้งที่ 1,4 และ 5 คือ 
7-4C, 12-3F และ 5-9H ตามลําดับ  ตอมาจึงขยายเพิ่มจํานวนเซลลแลวนําเซลลไปเก็บรักษาโดยแช
แข็งในไนโตรเจนเหลว และเก็บอาหารเลี้ยงเซลลไวใชในการตรวจสอบลักษณะสมบัติตอไป สวน
ผลจากการหลอมรวมเซลลครั้งที่ 2 ไมพบเซลลไฮบริโดมาที่สรางแอนติบอดีตอ TC อาจ
เนื่องมาจากการที่ไดจํานวนเซลลไฮบริมานอย จึงสงผลใหโอกาสที่จะไดเซลลที่ผลิตแอนติบอดีที่
ตองการมีนอยตามไปดวย และผลจากการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 3 พบเซลลไฮบริโดมา 2 หลุมที่
สามารถผลิตบอดีตอแอนติเจนในรูปที่เชื่อมกับโปรตีนพาหะที่เคลือบพื้นหลุมของจาน ELISA แต
ไมสามารถจับกับ TC อิสระในการคัดเลือกขั้นที่ 2 ได จึงไมนํามาใชในการวิจัยตอไป  
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ตารางที่ 4.7 ผลของการหลอมรวมเซลลทั้ง 5 คร้ัง 

คร้ัง
ที่ 

หนู
ตัว
ที่ 

ระดับ
แอนติบอดี
ในซีรัม
กอนการ
หลอมรวม 

จํานวน
หลุมตั้งตั้ง

ตน 

เซลล
ไฮบริ
โดมาที่
เจริญ 

จํานวนหลุมที่
ผลิต

แอนติบอด ี

จํานวนหลุมทีผ่ลิต
แอนติบอดีตอสาร

อิสระ TC  

รหัส
โคลนที่
ได 

1 1 1:64000 1152 461 1 1 7-4C 
2 2 1:64000 1152 29 0 0 - 
3 3 1:512000 1152 393 2 0 - 
4 4 1:256000 1152 468 1 1 12-3F 
5 5 1:64000 1152 760 1 1 5-9H 

 

4.4 ผลการศึกษาลักษณะสมบัติเบื้องตนของโมโนโคลนอลแอนติบอด ี

4.4.1 ผลการตรวจสอบไอไซไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

จากการตรวจสอบไอไซไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากทั้ง 3 โคลนโดยวิธี 
indirect ELISA antigen capture โดยใชแอนติบอดีมาตรฐาน IgG3 เปนตัวควบคุม (ตารางที่ 4.8) 
พบวาโคลน 7-4C และ 5-9H มีไอโซไทป IgG1 และโคลน 12-3F มีไอโซไทป IgG2a 

ตารางที่ 4.8 ผลการตรวจสอบไอโซไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยวิธี indirect ELISA  

รหัสโคลน 
A492 

IgG1 IgG2a IgG2b IgG3 IgM IgA 
7-4C 1.147 0.126 0.389 0.301 0.296 0.193 
12-3F 0.044 1.068 0.062 0.808 0.072 0.105 
5-9H 1.122 0.120 0.228 0.157 0.140 0.106 

Control IgG3 0.287 0.448 0.663 1.923 0.465 0.178 
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4.4.2 ผลการทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ TC ในรูปอิสระ 

การหาความเจือจางของแอนติบอดีที่เหมาะสมตอการนําไปทดสอบความจําเพาะ
ของแอนติบอดีตอ TC โดยวิธี indirect ELISA ไดผลดังตารางที่ 4.9 เลือกความเจือจางที่ใหคาการ
ดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตรมีคาใกลเคียง 1.000 ไดความเจือจางของแอนติบอดีที่เหมาะสม
สําหรับโคลน 7-4C, 12-3F และ 5-9H คือ 1:20, 1:800 และ 1:10 ตามลําดับ 

ตารางที่ 4.9 คาความเจือจางของแอนติบอดีจากโคลน 7-4C, 12-3F และ 5-9H ที่เหมาะสมโดยวิธี 
indirect ELISA 

ความเจือจางของ 
7-4C 

A492  
ความเจือจางของ

12-3F 
A492  

ความเจือจางของ
5-9H 

A492 

- 1.223  - 1.448  - 1.048 
1:2.5 1.263  1:25 1.671  1:2.5 1.035 
1:5 1.240  1:50 1.652  1:5 1.042 
1:10 1.208  1:100 1.602  1:10 1.008 
1:20 1.113  1:200 1.488  1:20 0.938 
1:40 0.960  1:400 1.381  1:40 0.804 
1:80 0.703  1:800 1.182  1:80 0.585 
1:160 0.438  1:1600 0.954  1:160 0.363 
1:320 0.243  1:3200 0.696  1:320 0.224 
1:640 0.137  1:6400 0.406  1:640 0.133 

 

ทําการหาคา IC50 และ LOD ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากทั้ง 3 โคลนดวยวิธี 
indirect competitive ELISA โดยใช TC ในรูปอิสระเปนตัวแขงขัน คํานวณโดยใชโปรแกรม 
GraphPad Prism 4 ไดผลดังรูปที่ 4.6 (ตารางที่ ก.4 ภาคผนวก ก) พบวาทั้ง 3 โคลน คือ 7-4C, 12-3F 
และ 5-9H ใหคา IC50 เทากับ 11, 57 และ 261 นาโนกรัมตอมิลลิลิตรตามลําดับ และใหคา LOD 
เทากับ 2, 16 และ 56 นาโนกรัมตอมิลลิลิตรตามลําดับ ซ่ึงต่ํากวาคา MRL ที่กําหนดไวต่ําที่สุดที่ 100 
นาโนกรัมตอมิลลิลิตร (ppb) 
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รูปที่ 4.6 การหาความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลน 7-4C, 12-3F และ 5-9H ตอ TC 
โดยวิธี indirect competitive ELISA โดยใชแอนติเจน TC-OVA ความเขมขน 1 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรเคลือบที่กนหลุม และแอนติบอดีจากโคลน 7-4C, 12-3F และ 5-
9H เจือจาง 1:20, 1:800 และ 1:10 ตามลําดับ แขงขันกับ TC อิสระ 10-3-104 นาโนกรัมตอ
มิลลิลิตร  

4.4.3 ผลการทดสอบความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ TC 

ทดสอบความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยทดสอบการเกิดปฏิกิริยา
ขามของโมโนโคลนอลแอนติบอดี จากทั้ง 3 โคลนดวยวิธี indirect competitive ELISA ตอสารใน
กลุม TCs ไดแก OTC, CTC, DC และ RTC และสารนอกกลุม TCs คํานวณโดยใชโปรแกรม 
GraphPad Prism 4 ไดผลดังรูปที่ 4.7, 4.8 และ 4.9 (ตารางที่ ก.4, ก.6, ก.8 และ ก.8 ภาคผนวก ก) 
และตารางที่ 4.10, 4.11 และ 4.12 พบวาแอนติบอดีที่ไดมีความไวตอ TC ตางกันโดยเรียงจากความ
ไวมากไปนอยคือ 7-4C, 12-3F และ 5-9H ตามลําดับ ผลของการเกิดปฏิกิริยาขามกับสารในกลุม 
TCs ทั้ง 5 ตัวคือ TC, OTC, CTC, DC และ RTC  พบวาแอนติบอดีจากทั้ง 3 โคลนจะสามารถ
เกิดปฏิกิริยาขามกับสารในกลุม TCs ทุกตัว ตั้งแต 2 ถึง 307 เปอรเซ็นตดังตารางที่ 4.13 และไม
เกิดปฏิกิริยาขามกับสารนอกกลุม TCss แสดงใหเห็นวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดมี
ความจําเพาะกับสารในกลุม TCs สูง คาดวาเนื่องจากสารในกลุม TCs มีโครงสรางใกลเคียงกัน เมื่อ
เปรียบเทียบกับงานวิจัยของ Pastor-Navarro และคณะ (2007) ซ่ึงไดแอนติบอดีที่เกิดปฏิกิริยาขาม
กับสารในกลุม TCs ทุกตัว โดยเฉพาะ RTC มีการเกิดปฏิกิริยาขามถึง 90 เปอรเซ็นต และในงานวิจัย
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ของ Zheng และคณะ (2007) ไดแอนติบอดีที่เกิดปฏิกิริยาขามกับ CTC ถึง 112 เปอรเซ็นต  
โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดนี้คาดวาสามารถนํามาพัฒนาเปนชุดตรวจสอบสารในกลุม TCs โดย
วิธี ELISA ได แตไมสามารถใชตรวจแบบจําเพาะเฉพาะ TC ได ดังนั้นจึงเลือกแอนติบอดีที่ไดจาก
โคลนรหัส 7-4C มีความไวมากที่สุด และมีคา IC50 ต่ํากวาคา MRL ของ TC ที่ต่ําที่สุดที่ถูกกําหนด
ไวคือ 100 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร (ppb) มาทําใหบริสุทธิ์เพื่อใชศึกษาตอไป 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.7 การทดสอบปฏิกิริยาขามของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 7-4C โดยวิธี indirect competitive 
ELISA ตอสารในกลุม TCs โดยใชแอนติเจน TC-OVA ความเขมขน 1 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตรเคลือบที่กนหลุม และแอนติบอดีจากโคลน 7-4C เจือจาง 1:20 แขงขันกับ TC, 
OTC, CTC, DC และ RTC อิสระ ที่มีความเขมขน 10-3-104 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร 
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ตารางที่ 4.10 คา IC50 และเปอรเซ็นตการเกิดปฏิกิริยาขามของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 7-4C ตอ
สารในกลุม TCs และสารนอกกลุมโดยวิธี indirect competitive ELISA  

ตัวแขงขัน 
IC50 

(ng/ml) 
เปอรเซ็นตปฏิกิริยาขาม 

TCs Tetracycline (TC) 12 100 
 Oxytetracycline (OTC) 76 16 
 Chlortetracycline (CTC) 7 168 
 Doxycycline (DC) 89 13 
 Rolitetracycline (RTC) 13 90 

Antibiotics Norfloxacin >10000 <0.01 
 Enrofloxacin >10000 <0.01 
 Streptomycin >10000 <0.01 
 Kanamycin >10000 <0.01 
 Amoxicillin >10000 <0.01 
 Gentamycin >10000 <0.01 
 Penicillin G >10000 <0.01 
 Spectinomycin >10000 <0.01 
 Chloramphenicol (CAP) >10000 <0.01 
 Furazolidone (FZD) >10000 <0.01 
 3-amino-2-oxazolidinone (AOZ) >10000 <0.01 

β-agonists Clenbuterol >10000 <0.01 
 Salbutamol >10000 <0.01 
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รูปที่ 4.8 การทดสอบปฏิกิริยาขามของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 12-3F โดยวิธี indirect 
competitive ELISA ตอสารในกลุม TCs โดยใชแอนติเจน TC-OVA ความเขมขน 1 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรเคลือบที่กนหลุม และแอนติบอดีจากโคลน 12-3F เจือจาง 1:1600 
แขงขันกับ TC, OTC, CTC, DC และ RTC อิสระ ที่มีความเขมขน 10-3-104 นาโนกรัมตอ
มิลลิลิตร 
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ตารางที่ 4.11 คา IC50 และเปอรเซ็นตการเกิดปฏิกิริยาขามของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 12-3F ตอ
สารในกลุม TCs และสารนอกกลุมโดยวิธี indirect competitive ELISA  

ตัวแขงขัน 
IC50 

(ng/ml) 
เปอรเซ็นตปฏิกิริยาขาม 

TCs Tetracycline (TC) 24 100 
 Oxytetracycline (OTC) 388 6 
 Chlortetracycline (CTC) 391 6 
 Doxycycline (DC) 1065 2 
 Rolitetracycline (RTC) 33 72 

Antibiotics Norfloxacin >10000 <0.01 
 Enrofloxacin >10000 <0.01 
 Streptomycin >10000 <0.01 
 Kanamycin >10000 <0.01 
 Amoxicillin >10000 <0.01 
 Gentamycin >10000 <0.01 
 Penicillin G >10000 <0.01 
 Spectinomycin >10000 <0.01 
 Chloramphenicol (CAP) >10000 <0.01 
 Furazolidone (FZD) >10000 <0.01 
 3-amino-2-oxazolidinone (AOZ) >10000 <0.01 

β-agonists Clenbuterol >10000 <0.01 
 Salbutamol >10000 <0.01 
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รูปที่ 4.9 การทดสอบปฏิกิริยาขามของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 5-9H โดยวิธี indirect competitive 
ELISA ตอสารในกลุม TCs โดยใชแอนติเจน TC-OVA ความเขมขน 1 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตรเคลือบที่กนหลุม และแอนติบอดีจากโคลน 5-9H เจือจาง 1:10 แขงขันกับ TC, 
OTC, CTC, DC และ RTC อิสระ ที่มีความเขมขน 10-3-104 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร 
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ตารางที่ 4.12 คา IC50 และเปอรเซ็นตการเกิดปฏิกิริยาขามของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 5-9H ตอ
สารในกลุม TCs และสารนอกกลุมโดยวิธี indirect competitive ELISA  

ตัวแขงขัน 
IC50 

(ng/ml) 
เปอรเซ็นตปฏิกิริยาขาม 

TCs Tetracycline (TC) 694 100 
 Oxytetracycline (OTC) 1623 43 
 Chlortetracycline (CTC) 226 307 
 Doxycycline (DC) 468 148 
 Rolitetracycline (RTC) 763 91 

Antibiotics Norfloxacin >10000 <0.01 
 Enrofloxacin >10000 <0.01 
 Streptomycin >10000 <0.01 
 Kanamycin >10000 <0.01 
 Amoxicillin >10000 <0.01 
 Gentamycin >10000 <0.01 
 Penicillin G >10000 <0.01 
 Spectinomycin >10000 <0.01 
 Chloramphenicol (CAP) >10000 <0.01 
 Furazolidone (FZD) >10000 <0.01 
 3-amino-2-oxazolidinone (AOZ) >10000 <0.01 

β-agonists Clenbuterol >10000 <0.01 
 Salbutamol >10000 <0.01 
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ตารางที่ 4.13 ผลสรุปการหาไอโซไทป การศึกษาความไว และการเกิดปฏิกิริยาขามตอสารตางๆ
ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

ส่ิงที่ตรวจ 7-4C 12-3F 5-9H 
ไอโซไทป  IgG1 IgG2a IgG1 

IC50 (ng/ml)  11 57 261 
LOD (ng/ml)  2 16 56 

เปอรเซ็นตปฏิกิริยาขาม TC 100 100 100 
 OTC 16 6 43 
 CTC 168 6 307 
 DC 13 2 148 
 RTC 90 72 91 

 

4.5 ผลการทําโมโนโคลนอลแอนติบอดใีหบริสุทธ์ิ 

4.5.1 ผลการทําแอนติบอดีใหบริสุทธิ์โดยใชโปรตีนจี 

นําอาหารเลี้ยงเซลลของโคลน 7-4C มาทําใหบริสุทธโดยใชโครมาโทกราฟแบบ
สมรรคภาพ (affinity chromatography) ซ่ึงมีโปรตีนจีเซฟาโรส (Protein G sepharose) บรรจุอยูใน
คอลัมน เนื่องจากโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจากโคลน 7-4C มีไอโซไทปเปน IgG1 ซ่ึงมี 
สัมพรรคภาพสูงตอโปรตีนจี แอนติบอดีจึงสามารถจับกับโปรตีนจีที่อยูในคอลัมนได และถูกชะ
ออกมาโดยใชบัฟเฟอรที่มี pH  2.7 นําแตละแฟรคชัน (fraction) ที่เก็บไดไปตรวจหาโปรตีนโดยวัด
คาการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร และตรวจสอบการมีแอนติบอดีดวยวิธี indirect ELISA โดยใช
ความเจือจางของแตละแฟรคชันเทากับ 1:100 วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร (ตารางที่ ก.9 
ภาคผนวก ก)  ไดผลดังรูปที่ 4.10 พบวาในแฟรคชันที่ 8-13 มีคาการดูดกลืนแสงที่ 280 และ 492  
นาโนเมตรสูง ซ่ึงแสดงวาเปนชวงที่แอนติบอดีถูกชะออกมา จึงนําแฟรคชันเหลานั้นมารวมกันและ
นําไปทําการไดอะไลซิสเพื่อขจัดบัฟเฟอรที่ใชในการชะออก และทําใหแอนติบอดีอยูใน PBS pH 
7.4 
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รูปที่ 4.10 โครมาโตแกรมของการทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลน 7-4C ใหบริสุทธิ์โดยใช
โปรตีนจีคอลัมนขนาด 1.5 x 5 เซนติเมตร ชะแอนติบอดีดวยไกลซีนไฮโดรคลอไรด
บัฟเฟอร pH 2.7 อัตราการไหล 1 มิลลิลิตรตอนาที เก็บตัวอยาง 30 แฟรคชัน แฟรคชันละ 
1 มิลลิลิตร 

 

4.5.2 ผลการหาปริมาณแอนติบอดีที่ไดจากการทําใหบริสุทธิ์ 

นําแอนติบอดีที่ไดและอาหารเลี้ยงเซลลกอนทําใหบริสุทธิ์มาหาปริมาณโปรตีน
โดยวิธี BCA เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของโปรตีน BSA (ตารางที่ ก.10, ก.11 และ ก.12 และ
รูปที่ ก.3 ภาคผนวก ก)  พบวาแอนติบอดีที่ทําใหบริสุทธ์ิแลวและอาหารเลี้ยงเซลลกอนทําให
บริสุทธ์ิมีความเขมขนของโปรตีน 1.38 และ 4.26 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรตามลําดับ หาปริมาณ
แอนติบอดีดวยวิธี indiect ELISA เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของแอนติบอดีที่สรางจาก
แอนติบอดีที่ทําใหบริสุทธิ์และทราบความเขมขนแลว (ตารางที่ ก.13, ก.14 และ ก.15 และรูปที่ ก.4 
ภาคผนวก ก) พบวามีความเขมขนของแอนติบอดี 1.28 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และในอาหารเลี้ยง
เซลลกอนทําใหบริสุทธิ์มีความเขมขนของแอนติบอดี 45.14 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  

นําคาปริมาณของโปรตีนและแอนติบอดีที่ไดมาคํานวณหา %recovery พบวา 
เทากับ 56.9 เปอรเซ็นต และคํานวณเปนคาความบริสุทธิ์ (%purity) ของแอนติบอดีในโปรตีน
ทั้งหมดเทากับ 93.1 เปอรเซ็นตดังแสดงในตารางที่ 4.14 
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ตารางที่ 4.14 ผลสรุปของการทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลน 7-4C ใหบริสุทธิ์ 

การทําให
บริสุทธ 

ปริมาตร 
(ml) 

ปริมาณโปรตีนดวยวิธี 
BCA 

ปริมาณแอนตบิอดีดวย
วิธี ELISA 

%recovery %purity 
ความเขมขน 

(mg/ml) 
รวม 
(mg) 

ความเขมขน 
(μg/ml) 

รวม 
(mg) 

กอน 600 4.26 2557.8 45.14 21.71 - 1.06 
หลัง 12 1.38 16.54 1284.87 15.42 56.9 93.3 

 

4.5.3 ผลการหามวลโมเลกุลของโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังจากทําใหบริสุทธิ์ 

หามวลโมเลกุลของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจากโคลน 7-4C หลังจากทําให
บริสุทธิ์ดวยเทคนิค SDS-PAGE (รูปที่ 4.11) เมื่อเปรียบเทียบคา relative mobility (Rf) จาก
อัตราสวนระหวางระยะทางที่โปรตีนตัวอยางเคลื่อนที่กับระยะทางการเคลื่อนที่ของโปรตีน
มาตรฐาน (marker protein) ที่ทราบมวลโมเลกุล จะทําใหทราบถึงขนาดของหนวยยอยของสาย 
พอลิเพปไทดของแอนติบอดีไดดังตารางที่ 4.15 พบวาเมื่อทําใหแอนติบอดีผานการทําใหบริสุทธิ์ 
แถบโปรตีนที่ไดจะลดนอยลงเหลือเพียงสองแถบของแอนติบอดี คือ แถบของโปรตีนสายยาว 
(heavy chain) และโปรตีนสายสั้น (light chain) ซ่ึงเมื่อนําไปเทียบกับกราฟของโปรตีนมาตรฐาน 
(รูปที่ ก.5 ภาคผนวก ก) พบวามีมวลโมเลกุล 62.6 และ 26.9 กิโลดาลตันตามลําดับ ซ่ึงมีคาใกลเคียง
กับงานวิจัยที่ผานมาที่กลาววามวลโมเลกุลของโปรตีนสายยาวและสายสั้นของ IgG มีคาประมาณ 
55 และ 25 กิโลดาลตัน (Harlow และ Lane, 1988) สวนแถบจางๆของโปรตีนที่มีมวลโมเลกุล 78.3 
กิโลดาลตัน ที่ปรากฏนอกเหนือจากแถบของโปรตีนสายยาวและสายสั้นคาดวาเปนแถบของโปรตีน
จากสารละลายซีรัม FCS ที่ปนเปอนจากหลุมขางเคียง ซ่ึงจะเห็นไดวามีแถบที่เขมมากในเลนที่ 2-4 
ของรูปเจล 
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รูปที่ 4.11 ผลของการหามวลโมเลกุลของโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังจากทําใหบริสุทธิ์ดวย

เทคนิค SDS-PAGE 

 

ตารางที่ 4.15 ผลของการหามวลโมเลกุลของโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังจากทําใหบริสุทธิ์ดวย
เทคนิค SDS-PAGE 

โปรตีน 
มวลโมเลกุล 

(kDa) 
Relative mobility 

β-galactocidase 117 0.18 
BSA 85 0.27 
OVA 49 0.49 

Carbonic anhydrase 34 0.27 
β-lactoglobulin 25 0.18 

Lysozyme 19 1.00 
Heavy chain 62.6 0.43 
Light chain 29.9 0.82 
Unknown 78.3 0.32 

 

 

 

เลน ตัวอยาง 
1 โปรตีนมาตรฐาน (marker protein) 
2 ซีรัม FCS 
3 อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ที่มี FCS 10% (v/v) 
4 อาหารเลี้ยงเซลลกอนทําใหบริสุทธิ์ 
5 โมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังจากทําใหบริสุทธิ์ 
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4.5.4 ผลการทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังทําใหบริสุทธิ์ 

จากการหาความเขมขนที่เหมาะสมระหวางแอนติบอดีจากโคลน 7-4C ที่ทําให
บริสุทธิ์แลวกับ TC-OVA ที่ใชเคลือบกนหลุมของจาน ELISA ดวยวิธี indirect ELISA ไดผลดัง
ตารางที่ 4.16 เลือกความเขมขนที่ใหคาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตรมีคาใกลเคียง 1.000 ได
ความเขมขนที่เหมาะสมระหวางโมโนโคลนอลแอนติบอดีกับ TC-OVA คือ 1 และ 1 ไมโครกรัม
ตอมิลลิลิตรตามลําดับ 

ตารางที่ 4.16 การหาความเขมขนที่เหมาะสมระหวางโมโนโคลนอลแอนติบอดีและ TC-OVA ที่ใช
เคลือบกนหลุมของจาน ELISA โดยวิธี indirect ELISA 

แอนติบอด ี
(μg/ml) 

แอนติเจน TC-OVA  
(μg/ml) 

0.125 0.25 0.5 1 2 
0.25 0.057 0.050 0.270 0.591 0.893 
0.5 0.049 0.050 0.345 0.855 1.314 
1 0.067 0.055 0.508 1.101 1.587 
2 0.055 0.054 0.701 1.376 1.790 

4 0.062 0.065 0.905 1.567 1.986 

8 0.070 0.086 1.116 1.735 2.091 

 

นําแอนติบอดีจากโคลน 7-4C ที่ทําใหบริสุทธิ์แลวมาทําการทดสอบความไวตอ 
TC ในรูปอิสระดวยวิธี indirect competitive ELISA ไดผลดังรูปที่ 4.12 (ตารางที่ ก.16 ภาคผนวก ก) 
พบวามีคา IC50 เปน 9.55 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร และมีคา LOD เปน 2.67 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร
ตามลําดับ 
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รูปที่ 4.12 ความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลน 7-4C ตอ TC หลังทําใหบริสุทธิ์ โดยวิธี 
indirect competitive ELISA โดยใชแอนติเจน TC-OVA ความเขมขน 1 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตรเคลือบที่กนหลุม และแอนติบอดีจากโคลน 7-4C ที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ความ
เขมขน 1 ไมโครกรัมตอมิลลิตร แขงขันกับ TC, OTC, CTC, DC และ RTC อิสระ ที่มี
ความเขมขน 10-3-104 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร 

เปรียบเทียบความไวของแอนติบอดีจากโคลน 7-4C ตอ TC ระหวางกอนและหลัง
การทําใหบริสุทธิ์ ไดผลดังตารางที่ 4.17 พบวาความไวตอ TC ในรูปอิสระมีคาใกลเคียงกัน 

ตารางที่ 4.17 การเปรียบเทียบความไวของแอนติบอดีจากโคลน 7-4C ตอ TC ระหวางกอนและหลัง
การทําใหบริสุทธิ์โดยวิธี indirect competitive ELISA 

แอนติบอด ี
IC50 

(ng/ml) 
LOD 

(ng/ml) 
กอนทําใหบริสุทธิ์ 11 2 
หลังทําใหบริสุทธิ์ 10 3 
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จากผลการทดลองทั้งหมดแสดงใหเห็นวา แอนติบอดีที่ไดจากโคลน 7-4C มี
ความจําเพาะตอ TC และใหคาปริมาณของสารที่ต่ําที่สุดที่สามารถตรวจวัดได (LOD) ต่ํากวาคา
ปริมาณยาสัตวตกคางสูงสุดที่กําหนดใหมีไดที่ประกาศโดยกระทรวงสาธารณสุข คือ 100  
นาโนกรัมตอมิลลิลิตร (ppb) สามารถนําไปพัฒนาเปนชุดตรวจสอบ TC โดยวิธี ELISA ตอไปได 
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บทที่  5 

สรุปผลการวิจัย และขอเสนอแนะ 

สรุปผลการวิจัย 

ทําการเตรียมแอนติเจนที่ใชในการฉีดกระตุนภูมิคุมกันของหนูทดลอง โดยเชื่อม 
TC เขากับโปรตีนพาหะ cBSA ที่เตรียมไดจากการเพิ่มหมูเอมีนบนโปรตีน BSA พบวามีหมูเอมีน
เพิ่มขึ้น 8.06 เปอรเซ็นตเมื่อวัดโดยวิธี TNBS และ เมื่อเปรียบเทียบมวลโมเลกุลจากกอนและหลัง
การเพิ่มหมูเอมีนโดยเทคนิค MADI-TOF MS พบวาโปรตีน cBSA ที่ไดมีมวลโมเลกุล 67415.795 
ดาลตัน เพิ่มขึ้น 395.13 ดาลตัน เมื่อเทียบกับโปรตีน BSA พบวามีหมูเอมีนเพิ่มขึ้น 24 โมเลกุลใน
โปรตีนแตละโมเลกุล จากการเชื่อม TC กับ cBSA  โดยปฏิกิริยา Mannich ไดเปน TC-cBSA พบวา
มีการใชหมูเอมีนในการเชื่อมติดคิดเปน 24.42 เปอรเซ็นต และจากการเปรียบเทียบมวลโมเลกุลจาก
การใชเทคนิค MADI-TOF MS พบวาแอนติเจน TC-cBSA ที่ไดมีมวลโมเลกุล 71573.811 สามารถ
คํานวณไดวาโปรตีน cBSA แตละโมเลกุลจะมีการเชื่อมติดของ TC ถึง 9 โมเลกุล จากนั้นจึงทําการ
ฉีดกระตุนหนูทดลองทั้ง 5 ตัวดวย TC-cBSA พบวาซีรัมของหนูทดลองมีระดับแอนติบอดี 
1:64000-1:512000 และสามารถผลิตแอนติบอดีที่จับกับ TC ในรูปอิสระไดทุกตัว หลังจากหลอม
รวมเซลลมามหนูกับเซลลไมอีโลมา NSI ทั้งหมด 5 คร้ัง ไดเซลลไฮบริโดมาที่สามารถผลิต
แอนติบอดีตอ TC จํานวน 3 โคลน คือโคลน 7-4C, 12-3F และ 5-9H ซ่ึงมาจากการหลอมรวมเซลล
คร้ังที่ 1,4 และ 5 ตามลําดับ หลังจากการศึกษาลักษณะสมบัติเบื้องตนของโมโนโคลนอลแอนติบอดี
ที่ไดจากทั้ง 3 โคลน พบวาแอนติบอดีจากโคลน 7-4C และ 5-9H มีไอโซไทป IgG1 และ 12-3F มี 
ไอโซไทป IgG2a เมื่อทดสอบความไวตอ TC ในรูปอิสระและการเกิดปฏิกิริยาขามกับสารในกลุม 
TCs และสารนอกกลุม TCs พบวาแอนติบอดีที่ไดจากโคลน 7-4C มีความไวตอ TCในรูปอิสระมาก
ที่สุดโดยมีคา IC50 และ LOD เทากับ 11 และ 2 นาโนกรัมตอมิลลิลิตรตามลําดับ เกิดปฏิกิริยาขามกับ
สารในกลุม TCs มากไปนอยดังนี้ CTC, RTC, OTC และ DC โดยมีคา 168, 90, 16 และ 13 
เปอรเซ็นตตามลําดับ สวนแอนติบอดีจากโคลน 12-3F ที่มีความไวรองลงมามีคา IC50 และ LOD 
เทากับ 57 และ 16 นาโนกรัมตอมิลลิลิตรตามลําดับ เกิดปฏิกิริยาขามกับสารในกลุม TCs มากไป
นอยดังนี้ RTC, OTC, CTC และ DC โดยมีคา 72, 6, 6 และ 2 เปอรเซ็นตตามลําดับ และแอนติบอดี
จากโคลน 5-9H มีคา IC50 และ LOD เทากับ 261 และ 56 นาโนกรัมตอมิลลิลิตรตามลําดับ 
เกิดปฏิกิริยาขามกับสารในกลุม TCs มากไปนอยดังนี้ CTC, DC, RTC และ OTC โดยมีคา 307, 
148, 90 และ 43 เปอรเซ็นตตามลําดับ และแอนติบอดีจากทั้ง 3 โคลนไมเกิดปฏิกิริยาขามกับสาร
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นอกกลุม TCs (ปฏิกิริยาขามนอยกวา 0.01 เปอรเซ็นต) ดังนั้นจึงเลือกแอนติบอดีที่มีความไวมาก
ที่สุดคือจากโคลน 7-4C มีทําใหบริสุทธิ์โดยใชโปรตีนจีเซฟาโรสคอลัมน ไดแอนติบอดีที่บริสุทธิ์
ขึ้น 93.7 เปอรเซ็นต ตรวจสอบความบริสุทธิ์และมวลโมเลกุลของแอนติบอดีโดยการทํา SDS-
PAGE พบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีมีความบริสุทธิ์มาก และพบวามวลโมเลกุลของแอนติบอดี
สายยาวและสายสั้นมีขนาด 62.8 และ 27.1 กิโลดาลตันตามลําดับ เมื่อนําไปทดสอบความไวตอ TC 
ในรูปอิสระของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ พบวามีคาความไวไมตางจาก
เดิมคือ IC50 และ LOD เปน 9.55 และ 2.67 นาโนกรัมตอมิลลิลิตรตามลําดับ ซ่ึงจะเห็นไดวาสามารถ
ตรวจวัดสาร TC ในรูปอิสระไดต่ํากวาคาปริมาณยาสัตวตกคางสูงสุดที่กําหนดใหมีไดที่ประกาศ
โดยกระทรวงสาธารณสุข คือ 100 นาโนกรัมกรัมตอมิลลิลิตร (ppb) ดังนั้นจึงสามารถนํา 
โมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลน 7-4C มาใชในการพัฒนาชุดตรวจสอบสารในกลุม TCs ที่
ตกคางในผลิตภัณฑอาหารโดยวิธีทางภูมิคุมกันวิทยาในอนาคตตอไปได  

 

ขอเสนอแนะ 

จากคา LOD ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดโดยใชวิธี indirect competitive 
ELISA พบวาเมื่อนําไปเทียบกับชุดตรวจสอบ ELISA สําเร็จรูปที่ออกจําหนายโดยตางประเทศ 
ไดแก MaxSignalTM Tetracycline ELISA Tase Kit ที่สามารถตรวจ TC ไดที่ความเขมขนต่ําที่สุด คือ 
0.1 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร พบวาแอนติบอดีจากงานวิจัยนี้มีคาความไวที่สูงกวาโดยในอนาคตอาจ
เพิ่มความไว  และความสะดวกในการใชชุดตรวจสอบ  โดยการเปลี่ยนรูปแบบเปน  direct 
competitive ELISA ที่เปนรูปแบบที่นิยมใชทั่วไปซึ่งอาจเชื่อมแอนติบอดีกับเอนไซม HRP การเพิ่ม
สัญญาณใหแอนติบอดีโดยเชื่อมแอนติบอดีกับไบโอติน หรือพัฒนาเปนแถบตรวจวัด (test strip) 
ตอไป 

 

 

 

 

 



                             

66 
 

รายการอางอิง 

ภาษาไทย 
กมลชัย ตรงวานิชนาม.  2547.  การใชยาตานจุลชีพในสัตว.  พิมพคร้ังที่ 5.  กรุงเทพมหานคร: 

สํานักพิมพมหาวิทยาลัยเกษตรศาตร.  
เกษตรและสหกรณ, กระทรวง.  2545  พระราชบัญญัติอาหารสัตว ประกาศกระทรวงเกษตรและ

สหกรณ เร่ือง กําหนด ช่ือ ประเภท ชนิด ลักษณะ คุณภาพและมาตรฐานของอาหารสัตว 
พ.ศ. 2545 [online].  แหลงที่มา: http://www.nsru.ac.th/e-learning/animal/lesson9_7.php 
[19 มิถุนายน 2551] 

ดานิศ ทวีติยานนท และทัศนีย ลอชัยเวช.  2539  การศึกษาปริมาณสารตกคางกลุม Tetracyclines ใน
เนื้อไกและตับไก [online].  แหลงที่มา: http://elib.fda.moph.go.th/library/ref/Animal 
Medic.htm[5 กันยายน 2551] 

ธารารัชต ธารากุล.  2545.  ชุดตรวจวินิจฉัยโดยหลักการวิทยาภูมิคุมกัน.  กรุงเทพมหานคร: 
บางกอกบลอก. 

ปริญญา มาสวัสดิ์.  2550.  การพัฒนาวิธีวิเคราะหยาปฏิชีวนะกลุมเตตราซัยคลินที่ตกคางในนมโดย
วิธี On-line SPE-FIA.  LAB.TODAY  6 (สิงหาคม): 41-48. 

ปศุสัตว, กรม.  2550  สรุปมูลคาการนําเขา/สงออกสินคาปศุสัตว  ประจําป 2550 [online].  
แหลงที่มา: http://www.dld.go.th/ict/yearly/yearly50/imex/imex1.xls[3 กันยายน 2551] 

แพรวพรรณ หองทองแดง, ดรุณี กอเซาะ และ มนวิภา จารุตามระ.  2548.  การพัฒนาชุดตรวจสอบ
ชนิดยาในอาหารสัตว ยาสัตว Tetra Test Kit.  ธุรกิจอาหารสัตว 100 (22): 50-61. 

ไพศาล สิทธิกรกุล.  2548.  วิทยาภูมิคุมกัน สําหรับการเรียนการสอนและการวิจัย.  
กรุงเทพมหานคร: ศูนยส่ือเสริมกรุงเทพ.  

วารุณี เสนสุภา และปราณี เกียรติสุระยานนท.  2543  การพัฒนามาตรการในการควบคุม การผลิต 
นําเขา และสงออก: ขอกําหนดทางกฎหมายอาหารที่มียาสัตวตกคาง [online].  แหลงที่มา: 
http://elib.fda.moph.go.th/library/ref/AnimalMedic.htm[5 กันยายน 2551] 

สาธารณสุข, กระทรวง.  2544  ประกาศกระทรวงสาธารณสุข (ฉบับที่ 231) พ.ศ.2544 เร่ือง อาหาร
ที่มียาสัตวตกคาง [online].  แหลงที่มา: http://www.fda.moph.go.th/fda-net/html/product/ 
food/ntfmoph/ntf231.htm[20 มกราคม 2550] 

สํานักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย.  2546.  สมุนไพรบําบัดโรคผึ้ง.  สมุนไพรเพื่อสุขภาพ 4 
(กันยายน): 41-48. 



                             

67 
 

สํานักงานมาตรฐานสินคาเกษตรและอาหารแหงชาติ.  2543  การพัฒนามาตรการในการควบคุม 
การผลิต นําเขา และสงออก: ขอกําหนดดานความปลอดภัยสินคาเกษตรและอาหาร 
[online].  แหลงที่มา: http://vph.vet.ku.ac.th/CAI/ClinicMeat/GMPandOther.pdf[2551, 
September 4] 

สุรัติวดี ภาคอุทัย และกนกวรรณ ศรีงาม.  2547  การวิเคราะหคุณภาพ และสารตกคางในผลิตภัณฑ
ผ้ึง [online].  แหลงที่มา: http://www.thaibees.com/papers/paper005.php[2551, September 
8] 

 
ภาษาอังกฤษ 
Aga, D.S.; O’Conner, S.; Ensley, S.; Payero, J.O.; Snow, D.; and Tarkalson, D.  2005.  

Determination of tetracycline antibiotics and their degradates in manure-ameded soil 
usine enzyme-linked immunosorbent assays and liquid chromatography-mass 
spectrometry.  Journal of Agriculture and Food Chemistry 53: 7165-7171. 

Baynes, R.E.  (n.d.)  Establishing MRLs or Tolerances for Veterinary Drug and Chemical 
Residues in Food Animals [online].  Available from: www.fda.gov/cvm/Documents/ 
Baynes.ppt [2551, September 5] 

Coillie, E.S.; de Block, J.; and Raybroeck, R.  2004.  Development of an indirect competitive 
ELISA for flumequine residues in raw milk using chicken egg yolk antibodies.  Journal 
of Agriculture and Food Chemistry 52: 4975-4978. 

De Wasch, K.; Okerman, L.; Croubels, S.; De Brabander, H.; Van Hoof, J.; and De Backer, P.  
1998.  Detection of residues of tetracycline antibiotic in pork and chicken meat: 
correlation between results of screening and comfirmatory tests.  Analyst 123(12): 2737-
2741. 

Faraj, B.A., and Ali, F.M.  1981.  Development and application of a radioimmunoassay for 
tetracycline.  The Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics 127: 10-14. 

Hermanson, G.T.  1996.  Bioconjugate Techniques.  San Diego: Academic Press. 
Harlow, E., and Lane, D.P.  1988.  Antibodies: a laboratory manual.  New York: Cold spring 

harbor laboratory. 
Johnstone, A., and Thrope, R.  1987.  Immunochemistry in Practice.  London: Blackwell 

Scientific Publication. 
 



                             

68 
 

 
Koesukwiwat, U.; Jayanta, S.; and Leepipatpiboon, N.  2007.  Validation of a liquid 

chromatography-mass spectrometry multi-residue method for the simultaneous 
determination of sulfonamides, tetracycline, and pyrimethamine in milk.  Journal of 
Chromatography A 1140:147-156. 

Kumar, K.; Thompson, A.; Singh, A.K.; Chander, Y.; and Gupta, S.C.  2004.  Enzyme-linked 
immunosorbent assay for ultratrace determination of antibiotics in aqueous samples.  
Journal of Environmental Quality 33: 250-256. 

Lee, H.; Lee, M.; Ryu, P.; Lee, H.; and Cho, M.  2001.  Enzyme-linked immunosorbent assays for 
screening the plasma residue of tetracycline antibiotics in pigs.  Journal of Veterinary and 
Medical Science 63(5): 553-556. 

Muckerheide, A.; Apple, R.J.; Pesce, A.J.; and Michael, J.G.  1987.  Cationization of protein 
antigens. I. Alteration of immunogenic properties.  The Journal of Immunology 138: 833-
837. 

Pastor-Navarro, N.; Morais, S.; Maquieira, A.; and Puchades, R.  2007.  Synthesis of haptens and 
development of a sensitive immunoassay for tetracycline residues Application to honey 
samples.  Analytica Chemica Acta 594, 211-218. 

Pena, A.; Pelantova, C.; Lino, C.M.; Silveira, M.I.N.; and Solich, P.  2005.  Validation of an 
analytical methodology for detection of oxytetracycline and tetracycline residues in 
honey by HPLC with fluorescence detection.  Journal of Agriculture and Food Chemistry 
53: 3784-3788. 

Wikströms.  2005.  Instruction 71-7083-00 AG: Protein G Sepharose 4 Fast Flow.  Sweden: 
Printed matter. (Mimeographed) 

Zhang, Y.; Lu, S.; Lui, W.; Zhao, C.; and Xi, R.  2007.  Preparation of anti-tetracycline antibodies 
and development of an indirect heterologous competitive enzyme-linked immunosorbent 
assay to detect residues of tetracycline in milk.  Journal of Agriculture and Food 
Chemistry 55: 211-218. 

 
 

  



                             

69 
 

 

  

ภาคผนวก 



                             

70 
 

ภาคผนวก ก 

ตารางที่ ก.1 คาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 562 นาโนเมตร ของสารละลายโปรตีนมาตรฐาน BSA 
โดยวิธี BCA 

ความเขมขนโปรตีน BSA 
(mg/ml) 

A562 

0 0 
0.1 0.162 
0.2 0.274 
0.4 0.517 
0.6 0.698 
0.8 0.945 

 

 

 

รูปที่ ก.1 กราฟมาตรฐานของโปรตีน BSA โดยวิธี BCA 

 

 

y = 1.1997x
R² = 0.9921
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ตารางที่ ก.2 คาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 562 นาโนเมตร ของสารละลายโปรตีนมาตรฐาน cBSA 
โดยวิธี BCA 

ความเขมขนโปรตีน cBSA 
(mg/ml) 

A562 

0 0 
0.1 0.117 
0.2 0.237 
0.4 0.474 
0.6 0.656 
0.8 0.854 

 

 

 

รูปที่ ก.2 กราฟมาตรฐานของโปรตีน cBSA โดยวิธี BCA 

 

 

 

y = 1.095x
R² = 0.996
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ตารางที่ ก.3 ผลของการคัดเลือกเซลลไฮบริโดมาขั้นที่ 2 โดยวิธี indirect competitive ELISA 

คร้ังที่หลอมรวมเซลล โคลน 
A492 

ไมเติมสารอิสระ 10 μg/ml TC 
1 7-4C 1.84 0.061 
2 9-11E 1.419 1.306 
 11-7B 1.581 1.415 
4 12-3F 1.643 0.441 
5 5-9H 0.972 0.051 

 

ตารางที่ ก.4 คาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตรของแอนติบอดีจากโคลน 7-4C, 12-3F และ 5-9H 
โดยวิธี indirect competitive ELISA  

TC 
(ng/ml) 

A492 
7-4C 12-3F 5-9H 

0 1.130 0.901 1.149 
0.01 1.168 0.932 1.176 
0.05 1.106 0.933 1.099 
0.1 1.132 1.006 1.161 
0.5 1.152 0.921 1.059 
1 1.090 0.904 1.133 
5 0.833 0.883 1.095 
10 0.635 0.848 1.115 
50 0.210 0.574 1.010 
100 0.125 0.451 0.949 
500 0.059 0.137 0.431 
1000 0.062 0.084 0.280 
5000 0.039 0.058 0.109 
10000 0.056 0.059 0.094 
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ตารางที่ ก.5 คาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตรของแอนติบอดีจากโคลน 7-4C กับสารในกลุม 
TCs โดยวิธี indirect competitive ELISA  

ตัวแขงขัน 

(ng/ml) 
A492 

TC OTC CTC DC RTC 

0 1.377 1.348 1.269 1.330 1.283 
0.01 1.480 1.352 1.375 1.308 1.250 
0.05 1.417 1.398 1.190 1.366 1.447 
0.1 1.380 1.313 1.327 1.315 1.337 
0.5 1.413 1.401 1.328 1.338 1.324 
1 1.320 1.321 1.207 1.309 1.321 
5 1.169 1.322 1.009 1.229 1.270 
10 0.847 1.218 0.446 1.174 0.827 
50 0.252 0.886 0.128 0.932 0.263 
100 0.135 0.676 0.095 0.701 0.138 
500 0.069 0.249 0.062 0.306 0.062 
1000 0.077 0.152 0.065 0.192 0.062 
5000 0.060 0.097 0.073 0.096 0.059 
10000 0.075 0.083 0.081 0.086 0.078 
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ตารางที่ ก.6 คาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตรของแอนติบอดีจากโคลน 12-3F กับสารในกลุม 
TCs โดยวิธี indirect competitive ELISA  

ตัวแขงขัน 

(ng/ml) 
A492 

TC OTC CTC DC RTC 

0 1.526 1.365 1.481 1.375 1.501 
0.01 1.369 1.366 1.333 1.357 1.512 
0.05 1.343 1.278 1.362 1.366 1.504 
0.1 1.379 1.357 1.421 1.325 1.457 
0.5 1.288 1.337 1.359 1.3334 1.440 
1 1.324 1.391 1.347 1.294 1.319 
5 1.164 1.323 1.331 1.339 1.289 
10 1.041 1.218 0.370 1.302 1.066 
50 0.777 1.263 0.256 1.315 0.787 
100 0.494 1.082 0.203 0.288 0.417 
500 0.150 0.793 0.814 0.182 0.137 
1000 0.123 0.510 0.592 0.029 0.068 
5000 0.084 0.195 0.210 0.672 0.059 
10000 0.083 0.209 0.172 0.610 0.056 
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ตารางที่ ก.7 คาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตรของแอนติบอดีจากโคลน 5-9H กับสารในกลุม 
TCs โดยวิธี indirect competitive ELISA  

ตัวแขงขัน 

(ng/ml) 
A492 

TC OTC CTC DC RTC 

0 1.774 1.732 1.611 1.614 1.744 
0.01 1.861 1.625 1.631 1.616 1.759 
0.05 1.845 1.789 1.721 1.698 1.841 
0.1 1.858 1.777 1.752 1.707 1.803 
0.5 1.750 1.770 1.694 1.708 1.826 
1 1.826 1.764 1.749 1.686 1.826 
5 1.766 1.744 1.669 1.703 1.814 
10 1.829 1.721 1.751 1.656 1.826 
50 1.739 1.708 1.590 1.618 1.714 
100 1.754 1.682 1.545 1.463 1.758 
500 1.202 1.561 0.315 0.917 1.230 
1000 0.814 1.398 0.156 0.674 0.871 
5000 0.250 0.933 0.073 0.204 0.222 
10000 0.157 0.639 0.072 0.463 0.154 
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ตารางที่ ก.8 คาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตรของแอนติบอดีจากโคลน 7-4C, 12-3F และ5-9H 
กับสารนอกกลุม TCs โดยวิธี indirect competitive ELISA  

ตัวแขงขัน 
(10 μg/ml) 

A492 
7-4C 12-3F 5-7H 

 
ไมมีตัวแขงขัน 1.377 1.279 1.774 

Antibiotics Norfloxacin 1.336 1.394 1.810 

 
Enrofloxacin 1.290 1.362 1.780 

 
Streptomycin 1.296 1.434 1.842 

 
Kanamycin 1.358 1.332 1.816 

 
Amoxicillin 1.269 1.462 1.815 

 
Gentamycin 1.260 1.411 1.736 

 
Penicillin G 1.276 1.374 1.780 

 
Spectinomycin 1.275 1.344 1.794 

 
Chloramphenicol (CAP) 1.304 1.393 1.829 

 
Furazolidone (FZD) 1.265 1.375 1.852 

 
3-amino-2-oxazolidinone (AOZ) 1.230 1.416 1.822 

β-agonists Clenbuterol 1.348 1.449 1.872 

 
Salbutamol 1.342 1.465 1.818 
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ตารางที่ ก.9 คาการดูดกลืนแสงของโปรตีนที่ 280 นาโนเมตร และคาการดูดกลืนแสงจากการทํา 
indirect ELISA ที่ 492 นาโนเมตร 

หมายเลข fraction A280 A492  หมายเลข fraction A280 A492 
1 0.105 0.344  16 0.127 - 
2 0.104 -  17 0.123 - 
3 0.109 -  18 0.104 0.091 
4 0.103 0.171  19 0.106 - 
5 0.098 -  20 0.100 - 
6 0.103 -  21 0.098 0.041 
7 0.139 0.707  22 0.096 - 
8 0.937 1.763  23 0.103 - 
9 2.758 1.950  24 0.099 0.045 
10 1.747 1.753  25 0.095 - 
11 0.701 1.495  26 0.101 - 
12 0.364 1.085  27 0.103 0.041 
13 0.249 0.929  28 0.099 - 
14 0.176 0.496  29 0.108 - 
15 0.146 0.335  30 0.091 0.310 

หมายเหตุ เครื่องหมาย (-) ไมไดนํามาทํา indirect ELISA 
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ตารางที่ ก.10 คาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 562 นาโนเมตร ของสารละลายโปรตีนมาตรฐาน 
BSA โดยวิธี BCA 

ความเขมขนโปรตีน BSA 
(mg/ml) 

A562 

0 0 
0.1 0.160 
0.2 0.263 
0.4 0.465 
0.6 0.691 
0.8 0.903 
1.0 1.133 

 

 

 

รูปที่ ก.3 กราฟมาตรฐานของโปรตีน BSA โดยวิธี BCA 

 

 

 

y = 1.1421x
R² = 0.9965
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ตารางที่ ก.11 คาความเขมขนของโปรตีนของแอนติบอดีที่ทําใหบริสุทธิ์แลวโดยใชวิธี BCA 

คาความเจือจางของแอนติบอดี A562 
ความเขมขนของโปรตีน  

(mg/ml) 
1:2 0.085 1.34 
1:5 0.340 1.42 

ความเขมขนโปรตีนเฉลี่ย 1.38 

 

ตารางที่ ก.12 คาความเขมขนของโปรตีนของอาหารเลี้ยงเซลลกอนทําใหบริสุทธิ์โดยใชวิธี BCA 

คาความเจือจางของอาหารเลี้ยง
เซลล 

A562 
ความเขมขนของโปรตีน  

(mg/ml) 
1:5 0.920 4.03 
1:10 0.494 4.32 
1:20 0.254 4.44 

ความเขมขนโปรตีนเฉลี่ย 4.26 

 

ตารางที่ ก.13 คาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร ของสารละลายแอนติบอดี โดยวิธี 
indirect ELISA 

ความเขมขนโปรตีนของแอนติบอด ี
(ng/ml) 

A492 

0 0 
0.05 0.085 
0.1 0.168 
0.2 0.348 
0.4 0.782 
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รูปที่ ก.4 กราฟมาตรฐานของแอนติบอดีโดยวิธี indirect ELISA โดยใชแอนติเจน TC-OVA ความ
เขมขน 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรเคลือบที่กนหลุม และแอนติบอดีจากโคลน 7-4C ที่ผาน
การทําใหบริสุทธิ์แลวความเขมขน 0-0.4 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร แขงขันกับ TC อิสระ 
10-3-104 นาโนกรัมตอมิลิลิตร 

 

ตารางที่ ก.14 คาความเขมขนของแอนติบอดีที่ทําใหบริสุทธิ์แลวโดยใชวิธี indirect competitive 
ELISA 

คาความเจือจางของแอนติบอดี A492 
ความเขมขนของแอนติบอด ี 

(mg/ml) 
1:4000 0.589 1.24 
1:8000 0.314 1.32 
1:16000 0.154 1.29 

ความเขมขนแอนติบอดีเฉล่ีย 1.28 

 

 

 

 

y = 1.8985x
R² = 0.9946
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ตารางที่ ก.15 คาความเขมขนของแอนติบอดีในอาหารเลี้ยงเซลลกอนทําใหบริสุทธิ์โดยใชวิธี 
indirect competitive ELISA 

คาความเจือจางของอาหารเลี้ยงเซลล A492 
ความเขมขนของแอนติบอด ี 

(μg/ml) 
1:160 0.553 46.61 
1:320 0.310 52.25 
1:640 0.109 36.58 

ความเขมขนแอนติบอดีเฉล่ีย 45.14 

 

 

รูปที่ ก.5 กราฟมาตรฐานของโปรตีนโดยเทคนิค SDS-PAGE โดยมีโปรตีนมาตรฐาน ไดแก β-
galactocidase (MW 117 kDa), BSA (MW 85 kDa), OVA (MW 49 kDa), Carbonic 
anhydrase (MV 34  kDa), β-lactoglobulin (MW 25 kDa) และ Lysozyme (MW 19 kDa) 
มีที่มาจาก E.coli, bovine plasma, chicken gee white, bovine erythrocyte, bovine milk 
และ chicken egg white ตามลําดับ 

 

y = 155.1e-2.128x

R² = 0.9898
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ตารางที่ ก.16 คาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตรของแอนติบอดีจากโคลน7-4C หลังถูกทําให
บริสุทธิ์โดยวิธี indirect competitive ELISA  

TC 
(ng/ml) 

A492 
1 2 3 คาเฉลี่ย 

0 1.150 1.153 1.139 1.147 
0.01 1.186 1.193 1.191 1.190 
0.05 1.166 1.200 1.184 1.183 
0.1 1.167 1.112 1.147 1.142 
0.5 1.181 1.153 1.122 1.152 
1 1.145 1.140 1.157 1.147 
5 0.888 0.875 0.908 0.890 
10 0.535 0.592 0.570 0.566 
50 0.175 0.183 0.182 0.180 
100 0.086 0.092 0.093 0.090 
500 0.056 0.057 0.056 0.056 
1000 0.047 0.053 0.057 0.052 
5000 0.045 0.047 0.050 0.047 
10000 0.053 0.052 0.045 0.050 
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ภาคผนวก ข 

การเตรียมสาร 

ข.1 การเตรียมสารละลายสําหรับการเตรียมโปรตีนพาหะ BSA ใหเปน cBSA 

0.1 M Sodiumphosphate buffer pH 7.4 
Na2HPO4 •12H2O (MW 358.14) 21.94 กรัม  
NaH2PO4 •H2O (MW 137.99) 5.34  กรัม 
ละลายในน้ํากลั่น 1 ลิตร 

ปรับ pH ใหได 7.4 ดวย 3 M HCl หรือ 3 M NaOH  

ข.2 การเตรียมสารละลายสําหรับวัดประสิทธิภาพการเชื่อมตอ TC กับโปรตีนพาหะ โดยวิธี TNBS 

1) 0.1 M Sodium bicarbonate buffer, pH 8.5 
Na2CO3  3.18 กรัม 
NaHCO3  5.86 กรัม 
น้ํากลั่น  1  ลิตร 

ปรับ pH ใหได 8.5 ดวย 3 M HCl หรือ 3 M NaOH  

2) 0.05% TNBS (Picrylsulfonic acid) 
5% TNBS (w/v) ละลายใน methanol 
Picrylsulfonic acid 5     กรัม 
Methanol  100 มิลลิลิตร 

เจือจาง Stock 5% TNBS เปน 0.05% TNBS ใน 0.1 M Sodium bicarbonate, pH 8.5 

3) 10% SDS (Sodium dodecyl sulphate) 
SDS  1 กรัม 
น้ํากลั่น 10 มิลลิลิตร 

4) 1 N HCl 
Conc. HCl  7.7 มิลลิลิตร 

ปรับดวยน้ํากลั่นใหไดปริมาตรสุดทายเปน  250  มิลลิลิตร 
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ข.3 การเตรียมสารละลายสําหรับใชในเทคนิค ELISA 

1) 0.2 M Phosphate buffer, pH 7.4  (PB stock) 

NaH2PO4    27.6 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น  1000  มิลลิลิตร 
Na2HPO4    71.63   กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น  1000  มิลลิลิตร 

ไตเตรตดางดวยกรด จนได pH 7.4 แลวเก็บเปน stock  

2) 0.01 M Phosphate Buffer Saline (PBS), pH 7.4 
PB stock   1 ลิตร  
NaCl      175.2  กรัม 
น้ํากลั่น    18  ลิตร 

3) 0.05% Tween 20 ใน PBS (PBS-T) 
Tween 20    500  ไมโครลิตร 
PBS    1000 มิลลิลิตร 

4) 5% นมพรองมันเนย 
นมพรองมันเนย   5 กรัม 
PBS    100 มิลลิลิตร 

ละลายนมพรองมันเนยใน PBS (เตรียมใหมกอนใชงาน) 

5) 0.15 M Phosphate Citrate buffer, pH 5.0 
Na2HPO4 (MW 141.96) 9.5 กรัม   
Citric acid (MW 192.13) 7.3 กรัม   
ละลายดวยน้ํากลั่น  1  ลิตร 

ไตเตรตดางดวยกรด จนได pH 5.0 แลวเก็บใสขวดสีชา เก็บที่อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส  

6) Substrate OPD 
O-phenylenediamine   40 มิลลิกรัม 
0.15 M Phosphate citrate buffer 100 มิลลิลิตร 
30% H2O2   0.04 มิลลิลิตร 

ผสมใหเขากันในขวดสีชา (เตรียมใหมกอนใชทุกครั้ง) 
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7) 2.5 M H2SO4 (Stopping reagent) 
H2SO4 (96%)   256 มิลลิลิตร 
น้ํากลั่น    744 มิลลิลิตร 

คอยๆ เทกรดลงในน้ํากลั่น ผสมใหเขากัน 
หมายเหต ุควรนําขวดไปแชในน้ําที่อุณหภูมิหองขณะเทกรดเนื่องจากจะเกิดความรอนขึ้น  

 

ข.4 การเตรียมอาหารเลี้ยงเซลล 

1) Stock  HAT 100X 
Hypoxanthine 0.1361 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น  20  มิลลิลิตร 
Aminopterin 0.0018 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น  20  มิลลิลิตร 
Thymidine 0.0388 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น  20  มิลลิลิตร 

นําสารละลายแตละสารมาผสมกัน แลวเติมน้ํากล่ันลงไปใหครบ 100 มิลลิลิตร นําไปกรอง
ดวย Millipore ขนาด 0.22 um แบงใสขวดๆละ 10 มิลลิลิตร แลวเก็บไวที่อุณหภูมิ 0 องศา
เซลเซียส   
หมายเหตุ Aminopterin จะละลายยาก ใหนําไปอุนใน water bath ที่อุณหภูมิไมเกิน 60 

องศาเซลเซียสจนกวาจะละลาย 

2) 100X HT  
Hypoxanthine 0.1361 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น  20  มิลลิลิตร 
Thymidine 0.0388 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น  20  มิลลิลิตร 

นําสารละลายทั้ง 2 สารมาผสมกัน แลวเติมน้ํากล่ันลงไปใหครบ 100 มิลลิลิตร นําไปกรอง
ดวย Millipore ขนาด 0.22 ไมโครเมตร แบงใสขวดๆละ 10 มิลลิลิตร แลวเก็บไวที่อุณหภูมิ 
0 องศาเซลเซียส 
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3) อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640    
RPMI 1640   10.4 กรัม 
NaHCO3   2 กรัม 
L-glutamin   0.1 กรัม 
Glucose    2 กรัม 
Pyruvic acid   0.11 กรัม 
น้ํากลั่น    1 ลิตร 

ละลายสารทุกอยางในน้ํากลั่น ผสมใหเขากัน แลวนําไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22 
ไมโครเมตร แบงใสขวดๆละ 100 มิลลิลิตร แลวเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

4) อาหารเลี้ยงเซลล HT 
อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 1 ลิตร 
HT 100X   10 มิลลิลิตร 

ผสมใหเขากัน แลวนําไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22 ไมโครเมตร แบงใสขวดๆละ 90 
มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

5) อาหารเลี้ยงเซลล HAT  
อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 1 ลิตร 
HAT 100X   10 มิลลิลิตร 

ผสมใหเขากัน แลวนําไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22 ไมโครเมตร แบงใสขวดๆละ 90 
มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

6) 50% PEG (Polyethylene glycol) 
นํา PEG มาอุนใหละลายที่อุณหภูมิประมาณ 50 องศาเซลเซียส  ใชปริมาตร 2 

มิลลิลิตร มาผสมกับอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน แลว
แบงใสหลอดๆ ละ ประมาณ 1 มิลลิลิตร นําไปเก็บไวที่อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส กอนการ
หลอมรวมเซลลใหนําออกมาอุนไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
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7) น้ํายาเก็บเซลลแชแข็งในไนโตรเจนเหลว (Freezing  medium) 
 อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 70 มิลลิลิตร 
 Fetal bovine serum  20 มิลลิลิตร 
 Dimethyl sulfoxide (DMSO) 10 มิลลิลิตร 
ผสมใหเขากัน แลวนําไปแชที่อุณหภูมิ 0  องศาเซลเซียส (ใชงานขณะเย็นประมาณ 4 องศา
เซลเซียส) 

ข.5 การเตรียมสารละลาย สําหรับใชในการทําแอนติบอดีใหบริสุทธิ์ 

1) 20 mM Sodium phosphate pH 7.0 
Na2HPO4 •12H2O 2.77 กรัม  
NaH2PO4 •H2O 1.69  กรัม 
ละลายในน้ํากลั่น 1 ลิตร 

ไตเตรตดางดวยกรด จนได pH 7.0 แลวจึงนําไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22 
ไมโครเมตร 

2) 0.1 M glycine-HCl  pH 2.7 
Glycine-HCL 7.51 กรัม 
Conc. HCl 2.42 มิลลิลิตร 
ละลายในน้ํากลั้น  1  ลิตร 

ไตเตรตดางดวยกรด จนได pH 2.7 แลวจึงนําไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22 
ไมโครเมตร 

3) 1 M Tris HCl buffer, pH 9.0   

Trizma base   121.14  กรัม   

Conc. HCl 6.41  มิลลิลิตร 

ละลายดวยน้ํากลั่น 1 ลิตร 

ไตเตรตดางดวยกรด จนได pH 9.0 แลวจึงนําไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22 
ไมโครเมตร 
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ข.6 การเตรียมสารละลายที่ใชในการทํา SDS-PAGE 

1) 10% Separating gel (1แผน ปริมาตร 8 มิลลิลิตร) 

น้ํากลั่น 3.836 มิลลิลิตร 
40% Acrylamide/Bis 2 มิลลิลิตร 
1 M Tris-HCl pH 6.8 2 มิลลิลิตร 
10% SDS 80 ไมโครลิตร 
10% (NH4)2S208 80 ไมโครลิตร 
TEMED 40 ไมโครลิตร 

ผสมใหเขากันโดยเติม TEMED เปนอยางสุดทายเพื่อใหเกิดการ polymerization  

2) 5% Stacking gel (1 แผน ปริมาตร 2 มิลลิลิตร) 
น้ํากลั่น 1.204 มิลลิลิตร 
40% Acrylamide/Bis 250 ไมโครลิตร 
1 M Tris-HCl pH 6.8 504 ไมโครลิตร 
10% SDS 20 ไมโครลิตร 
10% (NH4)2S208 20 ไมโครลิตร 
TEMED 2 ไมโครลิตร 

ผสมใหเขากันโดยเติม TEMED เปนอยางสุดทายเพื่อใหเกิดการ polymerization  

3) SDS staining dye 
SDS dye 900 ไมโครลิตร 
β-mercaptoethanol 100  ไมโครลิตร 
 

4) Running buffer 
Trizma base 15.1  กรัม 
Glycine 94 กรัม 
SDS 5 กรัม 
น้ํากลั่น 1 ลิตร 
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5) Staining solution 
Coomassie brilliant blue R 250 5 กรัม 
95% Ethanol 450 มิลลิลิตร  
Acetic acid 100 มิลลิลิตร 
น้ํากลั่น 450 มิลลิลิตร 

6) Destaining solution 
Methanol 250 มิลลิลิตร 
Glacial acetic acid 70 มิลลิลิตร 
น้ํากลั่น 680 มิลลิลิตร 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

นางสาวชมพูนิกข กาญจนพังคะ เกิดเมื่อวันที่ 29 กรกฎาคม พ.ศ. 2526 ที่จังหวัด
กรุงเทพมหานคร สําเร็จการศึกษาหลักสูตรวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาชีวเคมี จากคณะวิทยาศาสตร
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2548 และเขาศึกษาตอในหลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตร
มหาบัณฑิต ของคณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เมื่อปการศึกษา 2549 เสนอผลงานเรื่อง
การผลิตและลักษณะสมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเตตราไซคลิน ในการประชุมเสนอ
ผลงานวิจัยระดับบัณฑิตศึกษาแหงชาติ คร้ังที่ 9 ณ มหาวิทยาลัยบูรพา เมื่อวันที่ 14-15 มีนาคม 2551 
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