
 

การผลิตและลักษณะสมบติัของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอสารแร็กโทพามนี 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

นางสาว พรรตัน คงคาวิทรู 

 

 

 

 

 

 
วิทยานิพนธนี้เปนสวนหนึ่งของการศกึษาตามหลกัสูตรปริญญาวิทยาศาสตรมหาบณัฑิต 

สาขาวชิาเทคโนโลยชีีวภาพ 
คณะวิทยาศาสตร   จฬุาลงกรณมหาวิทยาลัย 

ปการศึกษา  2551 
ลิขสิทธิ์ของจุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย 

 



 

PRODUCTION AND CHARACTERIZATION OF  
MONOCLONAL ANTIBODIES AGAINST RACTOPAMINE 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Miss Pornrat Kongkavitoon 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A Thesis Submitted in Partial Fulfillment of the Requirements 
for the Degree of Master of Science Program in Biotechnology  

Faculty of Science 
 Chulalongkorn University 

Academic Year 2008 
Copyright of Chulalongkorn University 

 
 

 





w s k u '  ndniiyt : nisw~muazPinworznuu~uadFufuFnauaa~~~u'iua~da~dn~nw~u'u. 

(PRODUCTION AND CHARACTERIZATION OF MONOCLONAL ANTIBODIES 

AGAINST RACTOPAMINE) a . d f i n w i u i w u < n  : no.EmRliuvi FnuaAn. 

a . d f i n w i ~ n u i i i w u < i ~  : nt.CuGni n~~q5yws. I I I u6i. 



# # 4972402423 : MAJOR BIOTECHNOLOGY 

KEY WORD: RACTOPAMINE 1 BETA-AGONISTI MONOCLONAL ANTIBODY/ ELlSA 

PORNRAT KONGKAVITOON : PRODUCTION AND CHARACTERIZATION OF 

MONOCLONAL ANTIBODIES AGAINST RACTOPAM IN E. ADVISOR : KlTTlN AN 

KOMOLPIS, Ph.D., COADVISORS : NANTHIKA KHONGCHAREONPORN, Ph.D., 11 1 pp. 

Ractopamine is a chemical substance in beta-agonist group and has been approved as 

a feed additive for swine and cattle by the U.S. FDA to promote growth of animals for meat 

production due to its effects in reducing fat deposition and enhancing protein synthesis. However, 

many research reported that beta-agonist residues in the animal products cause the adverse 

effects on human. Thus, the use of ractopamine has not been approved in the European Union 

(EU) and Asia. This research concentrated on the production and characterization of monoclonal 

antibodies against ractopamine for the development of ELlSA test kit. Ractopamine was 

conjugated to bovine serum albumin for using as an antigen to immunize three BALBIc mice. 

Antisera from all mice gave high antiserum titers ranged from 1:64000 to 1:512000. To produce 

monoclonal antibodies against ractopamine, fusions of spleenocytes and myeloma cells were 

performed yielding five monoclones, 10A4, 2H3, 4B12, 3A6 and 10G3. Characterization of 

monoclonal antibodies showed that isotype of these clones was identified as IgG,. Their 

sensitivities calculated as limit of detection were 0.44, 15.41, 19.85, 29.25 and 92.19 nglml (ppb), 

respectively. In addition, these clones showed no cross-reactivity to all tested chemicals. Among 

the five clones obtained, monoclonal antibody 10A4 was the most sensitive clone. The IC,, value 

and limit of detection of the purified monoclonal antibody 10A4 were 1.85 and 0.29 nglml, 

respectively. Consequently, the obtained monoclonal antibody 10A4 could be used to develop 

a specific test for ractopamine detection. 
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 บทที่ 1 
บทนํา 

 
1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

ดวยปจจุบันมีการนําสารเคมีกลุมเบตาอะโกนิสต (Beta-agonists) ซึ่งใชเปนยาในการ

ขยายหลอดลมและแกอาการหอบหืดในผูปวย มาใชในกระบวนการเลี้ยงสัตว โดยนําสารเคมีกลุม

เบตาอะโกนิสตมาผสมลงในอาหารสัตว น้ําดื่ม และอื่นๆ สําหรับเลี้ยงสุกร ซึ่งเปนการใชผิด

วัตถุประสงค เนื่องจากผูเลี้ยงสุกรตองการใชเพื่อใหเนื้อสุกรมีสีแดงและมีมันนอย ซึ่งมีลักษณะเนื้อ

ตรงตามความตองการของผูบริโภค แตมีรายงานพบวา หากสารดังกลาวตกคางในเนื้อสัตว        

จะสงผลกระทบตอสุขภาพอนามัยของผูบริโภค ทําใหเกิดอาการกลามเนื้อส่ัน กระตุก หัวใจเตนเร็ว 

นอกจากนี้ยังพบอาการทางจิตประสาท อาการปวดศีรษะ และปวดกลามเนื้อประกอบดวย ดังนั้น

จึงเปนอันตรายอยางยิ่งกับ ผูปวยโรคหัวใจ โรคเบาหวาน โรคตอมไทรอยด สตรีและทารกในครรภ  

สวนในสุกรที่ไดรับสารนี้มีผลทําให เจริญเติบโตชา มีอาการเครียด กลามเนื้อสั่นเกร็ง และมักช็อค

ตายในขณะจับขาย (ธีระวัฒน รัตนพลแสน, 2549) โดยสารที่นิยมนํามาใชในประเทศไทยไดแก   

เคลนบูเทอรอล (Clenbuterol) ซัลบูทามอล (Salbutamol) และแร็กโทพามีน (Ractopamine) 

สําหรับในประเทศไทยพบวา ผูเลี้ยงสุกรมีการใชแร็กโทพามีนเพิ่มมากขึ้น เนื่องจากแร็กโทพามีน

ไดรับการยอมรับเปนสารผสมในอาหารสัตว (feed additive) ใหใชในปศุสัตวจากสํานักงาน

คณะกรรมการอาหารและยาสหรัฐอเมริกาเมื่อป 2003 นอกจากนี้สารแร็กโทพามีนยังสามารถใช

เปนสารผสมในอาหารสัตวอยางถูกตองตามกฎหมายใน 23 ประเทศ 

แร็กโทพามีน เปนสารเคมีสังเคราะหที่ถูกจัดอยูในกลุมเบตาทูอะโกนิสต (β2-agonists) 

เนื่องจากสามารถออกฤทธิ์คลายการกระตุนของสารสื่อประสาท (neurotransmitters) ในระบบ

ประสาทอัตโนมัติและมีผลตอเบตาทูรีเซบเตอรที่อยูบนผิวเซลลของหลอดลม ตับออน กลามเนื้อ

ลาย และเนื้อเยื่อไขมัน สงผลใหกลามเนื้อเรียบคลายตัว เพิ่มการหลั่งอินซูลิน สลายไกลโคเจน 

และสลายไขมัน ดังนั้นเมื่อผูเล้ียงสุกรนําสารกลุมนี้มาใชผสมในอาหารและน้ําดื่มสําหรับเลี้ยงสุกร

ทําใหมีการเรงสรางเนื้อแดงได จึงนิยมเรียกสารนี้วา “สารเรงเนื้อแดง” แตเนื่องดวยป 2534 เปนตน

มาไดพบวา ผูเลี้ยงสุกรในประเทศไทยเริ่มมีการใชสารเรงเนื้อแดงเพิ่มมากขึ้น ซึ่งจะสงผลกระทบ

ตอสุขภาพโดยตรงของประชาชนคนไทยผูบริโภค และยังสงผลกระทบตอความสูญเสียทาง

เศรษฐกิจตอการสงออกเนื้อสัตวและผลิตภัณฑจากสัตวของประเทศอีกดวย เนื่องจากกลุม

ประเทศคูคา อาทิเชน ประเทศญี่ปุน กลุมสหภาพยุโรป และประเทศจีน ใหความสําคัญในเรื่อง
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คุณภาพสินคาเหลานั้นใหมีความปลอดภัยจากยา หรือสารพิษตกคางตางๆ ดังนั้นหลายหนวยงาน

ที่เกี่ยวของจึงรวมมือกันหาแนวทางในการแกไขและปองกัน รวมทั้งกรมปศุสัตวไดออกประกาศ

กระทรวงเกษตรและสหกรณ หามใชสารกลุมเบตาอะโกนิสตเปนสวนผสมในการผลิตและนาํเขาซึง่

อาหารสัตวตามพระราชบัญญัติควบคุมคุณภาพอาหารสัตว พ.ศ. 2525 และพระราชบัญญัติ

ควบคุมคุณภาพอาหารสัตว (ฉบับที่ 2) พ.ศ. 2542 แตจากขอมูลของหองปฏิบัติการกรมปศุสัตวใน

การตรวจวิเคราะหหาสารเรงเนื้อแดงในปสสาวะสุกรจากฟารมตาง ๆ ระหวางเดือนตุลาคม 2547 - 

กันยายน 2549 พบวา ผูเลี้ยงยังคงมีการลักลอบใชสารเรงเนื้อแดงเพื่อใหสุกรขายไดราคาสูงและมี

เนื้อแดงตามความนิยมของผูบริโภคอยูในปจจุบัน ดังนั้นจึงจําเปนตองทําการตรวจวิเคราะหหา

ปริมาณสารตกคางในเนื้อสัตวกอนที่จะสงออกผลิตภัณฑที่ไดสูประเทศคูคา 

การตรวจวิเคราะหหาสารตกคางของสารเรงเนื้อแดงในเนื้อสัตวและผลิตภัณฑสัตวกอนการ

สงออกในหองปฏิบัติการโดยวิธีทางเคมีดวยเครื่อง High Performance Liquid Chromatography 

(HPLC) และ Surface plasma resonance biosensor (SPR) (Wang และคณะ, 2006 ; Shelver และ 

Smith, 2003)  ซึ่งเปนเครื่องมือที่มีราคาแพง มีคาใชจายสูง ใชเวลามาก ทําใหการตรวจวิเคราะห

ตัวอยางทําไดไมครอบคลุม สวนเทคนิคการตรวจวิเคราะหสารตกคางโดยใชหลักการภูมิคุมกันวิทยา 

เชน Enzyme-Linked-Immunosorbent Assay (ELISA) เปนเทคนิคที่ใชกันอยางกวางขวางในการ

ตรวจหาสารตกคางในสัตวเลี้ยงและผลิตภัณฑจากสัตวเลี้ยง โดยอาศัยหลักการตรวจวัดแอนติเจน 

โดยการใชแอนติบอดีที่จําเพาะตอแอนติเจน วิธีนี้เปนวิธีการที่สามารถตรวจคัดตัวอยางเบื้องตนได

อยางรวดเร็วประหยัด และมีความแมนยําสูง แตชุดตรวจสอบที่ใชในปจจุบันมีราคาแพง เพราะตอง

นําเขาจากตางประเทศ โดยราคาขายปลีกภายในประเทศประมาณ 20,000 บาทตอชุด  ดังนั้นเพื่อทํา

ใหตนทุนในการตรวจสารนี้ลดลง จึงทําการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีความจําเพาะตอสาร    

แร็กโทพามีน เพื่อนําไปใชพัฒนาเปนชุดตรวจสอบทดแทนการนําเขาชุดตรวจจากตางประเทศตอไป 

 
1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย 

1. เตรียมเซลลไฮบริโดมาที่สามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอแร็กโทพามีน 

2. ศึกษาลักษณะสมบัตขิองโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตได 
 
1.3 ขอบเขตและวิธีดําเนินการวิจัย 

1. คนควาและรวบรวมขอมูลที่เกี่ยวของกับงานวิจัย 

2. เตรียมแอนติเจนโดยการเชื่อมแร็กโทพามีนกับโปรตีนพาหะ 

3. ฉีดกระตุนระบบภูมิคุมกันของหนูใหสรางแอนติบอดีตอแร็กโทพามีน 
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4. เตรียมเซลลไฮบริโดมาที่มีความสามารถในการผลิตแอนติบอดีและคัดเลือกเซลล
ไฮบริโดมาที่สรางโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอแร็กโทพามีนดวยวิธี ELISA 

5. ศึกษาลักษณะสมบัติเบื้องตนของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ได 
5.1 การทดสอบไอโซไทป (isotype) ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอแร็กโทพามีน  

5.2 การทดสอบความไว (sensitivity) 

5.3 การทดสอบปฏิกิริยาขามกับสารในกลุมและสารนอกกลุมเบตาอะโกนิสต  
5.4 การทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหบริสุทธิ์ 

6. วิเคราะหขอมูล สรุปผลการทดลอง และเขียนวิทยานิพนธ 

 
1.4 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
 ไดเซลลไฮบริโดมาที่ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอแร็กโทพามีนและทราบ

ลักษณะเบื้องตนของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ได 
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บทที่  2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

2.1 แนวคิดและทฤษฎี 

 2.1.1 สารเบตาอะโกนิสต (Beta-adrenergic agonists)  

สารเบตาอะโกนิสต เปนสารเคมีสังเคราะหที่ถูกจัดอยูในกลุมยาอะดรีเนอจิก (adrenergic 

drugs หรือ sympathomimetics) ที่มีโครงสรางคลายสารสื่อประสาทกลุมแคเทคโคลามีน 

(catecholamine) ดังนั้นสารเบตาอะโกนิสตจึงสามารถออกฤทธิ์โดยการจับกับตัวรับชนิดเบตา 

(beta-adrenergic receptor) บนผิวเซลลเปาหมาย ทําใหเกิดการกระตุน adenylyl cyclase ทํา

ใหระดับ c-AMP ภายในเซลลสูงขึ้น สงผลใหเกิดการกระตุน protein kinases ซึ่งจําเปนตอ

กระบวนการ phosphorylation ของโปรตีนและเอนไซมตางๆ การตอบสนองที่เกิดขึ้นจะขึ้นกับชนิด

ของโปรตีนและเอนไซมของแตละอวัยวะ เชน ถาเกิดที่หัวใจจะสงผลทําใหหัวใจทํางานมากขึ้น 

หรือทําใหกลามเนื้อเรียบคลายตัว เปนตน โดยตัวรับชนิดเบตาบนผิวเซลลสามารถแบงออกไดเปน 

2 ชนิดคือ เบตาวัน (β1) และเบตาทู (β2) ตัวรับเบตาวันจะพบที่ หัวใจและระบบประสาท สวน

ตัวรับเบตาทูจะพบที่หลอดเลือด ทอทางเดินอาหาร เซลลไขมันและเซลลกลามเนื้อ (Blander และ

คณะ,1993) โดยสารกลุมเบตาอะโกนิสตสามารถออกฤทธิ์ตอระบบตาง ๆ ของรางกายได

คลายคลึงกัน แตทั้งนี้สารแตละตัวจะออกฤทธิ์ตอระบบตาง ๆ ของรางกายแตกตางกันไป ดวยเหตุ

นี้การนําสารกลุมนี้มาใชในการรักษาจึงขึ้นอยูกับคุณสมบัติของสารแตละตัววาออกฤทธิ์เจาะจงที่

ตัวรับชนิดใด เชน ถาออกฤทธิ์ที่ตัวรับชนิดเบตาวัน จะกระตุนการเตนหัวใจ ดังนั้นจึงนํามาใชรักษา

กรณีหัวใจเตนออนหรือหยุดเตน สําหรับสารบางตัวที่ออกฤทธิ์ตอตัวรับเบตาทู ซึ่งมีผลทําให

หลอดลมขยายตัวนั้น จึงนิยมนํามาใชรักษาอาการหอบหืดและหลอดลมตีบในผูปวยโรคหอบหืด 

โดยสารเบตาทูอะโกนิสตที่นิยมใชเปนยาขยายหลอดลมไดแก เทอบูตาลีน  (terbutaline)             

ฟโนเทอรอล (fenoterol) และซัลบูทามอล (salbutamol) (สุพล เลื่องยศลือชากุล, 2534) 

สําหรับการใชสารกลุมเบตาทูอะโกนิสต (β2-agonists) ในสัตวมักถูกนํามาใชเปนสาร

กระตุนการเติบโต โดยใชสารกลุมที่ออกฤทธิ์ที่ตัวรับชนิดเบตาทู ซึ่งจะทําใหไขมันสลายตัวในเซลล

ไขมันมากขึ้น และทําใหกลามเนื้อขยายมากขึ้น เนื่องจากมีการสรางโปรตีนเพิ่มข้ึนในเซลล

กลามเนื้อโครงราง (Moloney,1990) ดวยเหตุผลทั้งสองประการนี้ จึงทําใหมีผูลักลอบใชสารกลุม

เบตาทูอะโกนิสตกันมาก แมวาจะผิดกฎหมายไมเวนแมแตในประเทศที่พัฒนาแลว การใชสาร
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ดังกลาวนี้จะใชติดตอกันหลายวันในระยะขุนใกลสงตลาด จึงทําใหมีการตกคางในอวัยวะตางๆ ใน

ปริมาณสูง เนื่องจากมีการสะสมในรางกาย โดยระดับที่ใชผสมอาหารสัตวประมาณ 2-8 มิลลิกรัม

ตอกิโลกรัม (ppm) จึงจะทําใหไขมันสันหลังบางลง สารเบตาทูอะโกนิสตที่นิยมใชเปนสารผสมใน

อาหารสัตวในปจจุบันไดแก เคลนบูเทอรอล (clenbuterol) แร็กโทพามีน (ractopamine) และ    

ไคมาเทอรอล (cimaterol) 

2.1.1.1 พิษและผลขางเคียงของสารเบตาอะโกนิสต 

ผลขางเคียงของสารเบตาอะโกนิสต สวนใหญเกิดจากการออกฤทธิ์กระตุนระบบ

ประสาทสวนกลาง ไดแก อาการหวาดกลัว กระวนกระวาย หัวใจเตนถี่ หรือเตนไมเปนจังหวะ  

นอนไมหลับ มึนงง สับสน ความอยากอาหารลดลง คลื่นไสอาเจียน กลามเนื้อส่ันโดยเฉพาะ

บริเวณมือและขา และบางกรณีอาจเกิดผลขางเคียงตอระบบไหลเวียนโลหิต ซึ่งขึ้นกับวาสารนี้ไป

กระตุนที่ตัวรับชนิดใด เชน ในสารกลุมนี้บางตัวกระตุนตัวรับชนิดเบตาวัน จะทําใหความดันเลือด

ต่ํา เวียนศีรษะ เปนลม หากไดรับสารนี้ในปริมาณมากๆ อาจทําใหเสียชีวิตทันที เนื่องจากการเตน

ของหัวใจผิดปกติ นอกจากนี้มีรายงานเกี่ยวกับพิษของสารเบตาอะโกนิสตในกรณีตกคางในอาหาร 

เชน เมื่อปพ.ศ. 2533 ในประเทศฝรั่งเศส มีกรณีตัวอยางการเกิดพิษของสารเบตาอะโกนิสต จาก

ประชาชนจํานวน 22 คน (8 ครอบครัว) ไดรับประทานตับวัว หลังจากนั้นประมาณ 1-3 ชั่วโมง      

มีอาการปวดศีรษะ กลามเนื้อส่ัน มือส่ัน หัวใจเตนเร็ว เมื่อตรวจสอบหาสาเหตุพบวา เกิดจากการ

บริโภคตับวัวที่มีปริมาณเคลนบูเทอรอลตกคางอยูในปริมาณ 0.375-0.50 ppm ในตัวอยางตับที่

นํามาวิเคราะห และเมื่อปพ.ศ. 2533 ประเทศสเปน มีรายงานถึงปญหาจากการบริโภคตับวัวที่มี

สารเบตาอะโกนิสตตกคางอยู โดยผูปวยเกิดอาการใจสั่น หัวใจเตนรัว ปวดศีรษะ คลื่นไส และ

กลามเนื้อกระตุก หลังจากการบริโภคเปนเวลา 15 นาทีถึง 6 ชั่วโมง อาการคงอยูนาน 90 นาทถีงึ 6 

วัน จากการวิเคราะหปสสาวะผูปวย และจากการวิเคราะหตัวอยางตับวัวพบสารดังกลาวใน

ปริมาณ 0.16-0.35 ppm นอกจากนี้ในป พ.ศ. 2539 ประเทศอิตาลี มีรายงานถึงปญหาสาร

เบตาอะโกนิสตตกคาง โดยมีประชาชนจํานวน 62 คน รับประทานเนื้อวัวแลว มีอาการหัวใจ         

เตนเร็ว ใจส่ัน กลามเนื้อส่ัน และมีอาการทางประสาทและคลื่นไส จากการตรวจวิเคราะหเนื้อวัว 

พบวามี เคลนบูเทอรอลตกคางอยู 0.8-7.45 ppm (สุพล เลื่องยศลือชากุล, 2534) 
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  2.1.1.2 กฎหมายเกี่ยวกับสารเบตาอะโกนิสตในประเทศตางๆ 

                        เนื่องจากผลขางเคียงและพิษของการตกคางสารในกลุมเบตาอะโกนิสตตอ

รางกายมนุษย ดังนั้นจึงมีหลายประเทศทั้งในยุโรป อเมริกา รวมทั้งเอเชีย มีการหามใชสารเบตา 

อะโกนิสตกับสัตวที่ใชเลี้ยงไวเปนอาหาร อาทิเชน เบลเยี่ยม ออสเตรเลีย เนเธอรแลนดและสหภาพ

ยุโรป ฮองกง สิงคโปร เปนตน แตสําหรับประเทศสหรัฐอเมริกาไดหามใชเฉพาะเคลนบูเทอรอล

และซัลบูตามอลเทานั้นในการนํามาเลี้ยงสัตวที่ใชในการบริโภค สําหรับผูละเมิดการใชสาร

ตองหามเหลานี้มีโทษทั้งปรับและจําคุก 

  สําหรับประเทศไทย กรมปศุสัตวไดอาศัยอํานาจตาม พ.ร.บ. ควบคุมคุณภาพ

อาหารสัตว พ.ศ. 2525 ออกประกาศกระทรวงเกษตรและสหกรณลงวันที่ 3 ธันวาคม 2525 หาม   

มิใหมีการนําเขาอาหารสัตวทุกประเภทที่มีสารเคมีกลุมเบตาอะโกนิสตเปนสวนผสม และหามใช

สารเคมีกลุมดังกลาวทุกชนิดเปนวัตถุดิบที่เติมในอาหารสัตวที่ผลิตเพื่อขาย นอกจากนี้กรมปศุสัตว

ไดออก พ.ร.บ.ควบคุมคุณภาพอาหารสัตว (ฉบับที่ 2) พ.ศ. 2542 โดยใหกฎหมายฉบับดังกลาวมี

อํานาจบังคับครอบคลุมถึงฟารมเลี้ยงสัตวดวย จากเดิมที่ควบคุมเฉพาะผูผลิต ผูคา และผูนําเขา

อาหารสัตว เพื่อชวยใหเจาหนาที่สามารถเขาไปตรวจสอบและควบคุมผูเลี้ยงมิใหใชสารกลุม

เบตาอะโกนิสต ในการเลี้ยงสัตวและมีผลบังคับใชตั้งแตวันที่ 25 มีนาคม 2542  

2.1.2 แร็กโทพามีน (Ractopamine) 

 แร็กโทพามีน เปนสารเคมีสังเคราะหที่จัดอยูในกลุมเบตาทูอะโกนิสต มีชื่อทางเคมีคือ            

4-Hydroxy-α-[[[3-(4-hydroxyphenyl)-1-methylpropyl]amino]methyl] benzenemethanol 

hydrochloride สูตรทางเคมีคือ C18H23NO3·HCl มวลโมเลกุลเทากับ 337.85  มีลักษณะเปนผงสี

ขาวถึงครีม ละลายในตัวทําละลายที่มีขั้ว แร็กโทพามีนเปนสารเคมีที่ไดรับการจดทะเบียนใหใช

เปนสารผสมในอาหารสัตวใชในปศุสัตวจากสํานักงานคณะกรรมการอาหารและยาสหรัฐอเมริกา

เมื่อป 2003 (FDA, 2003) โดยใชชื่อทางการคาคือ เพยลีน (Paylean®) สําหรับใชในสุกร สําหรับ

ใชในวัวจะมีชื่อเรียกวา โอตาเฟรก (Optaflexx®) โดยโครงสรางทางเคมีของแร็กโทพามีนและสาร

ในกลุมเบตาอะโกนิสต ดังแสดงในรูปที่ 2.1 
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  2.1.2.1 การออกฤทธิ์ของสารแร็กโทพามีน 

สารกลุมเบตาอะโกนิสตจะทํางานโดยจับรีเซบเตอรในเนื้อเยื่อเปาหมายโดยตรง

และสามารถยับยั้งการทํางานของอินซูลิน (insulin) ดวยการไปกระตุนการสังเคราะห dibutyryl 

cyclic adenosine monophosphate (dbcAMP) ซึ่งมีผลใหอินซูลินเขาจับรีเซบเตอรที่เซลลไขมัน

ของสุกร โดยพบวา dbcAMP สามารถลดการจับของอินซูลินได 40% และ 20% ที่ระดับของ

อินซูลิน 1.8 และ 25.8 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรของเนื้อเยื่อไขมันสุกร (Liu และ Mill,1989) และมี

รายงานเพิ่มเติมวา แร็กโทพามีนและเคลนบูเทอรอล จะไมสามารถลดการจับของอินซูลินกับ        

รีเซบเตอรได ในกรณีไมมีเอนไซม adenosine deaminase อยูดวย จึงสรุปวา การทํางานของ

อินซูลินในการสรางไขมัน จะถูกยับยั้งโดย dbcAMP จึงสงผลทําใหกระบวนการสังเคราะหไขมัน

ลดลง ทําใหกระบวนการสลายไขมันเพิ่มข้ึน (Liu และ Mill,1990) รายงานวิจัยของ Moloney และ

คณะ(1990) ไดทําการศึกษาสารแร็กโทพามีนซึ่งเปนสารเบตาอะโกนิสตที่ออกฤทธิ์ตอตัวรับชนิด

เบตาทบูนผิวเซลลวามีผลตอกระบวนการสะสมไขมัน และกระบวนการสลายไขมัน  

แร็กโทพามีนมีผลตอกระบวนการเมตาบอลิซึมของกลามเนื้อโครงรางดวยดังในรายงาน

วิจัยของ Anderson และคณะ (1987) พบวา การใชแร็กโทพามีนที่ระดับ 20 ppm มีผลทําใหเกิด

การขยายของกลามเนื้อ และพบวา ปริมาณโปรตีนในกลามเนื้อของสวน semitendinosus 

muscle เพิ่มข้ึน สวนปริมาณ RNA ในกลามเนื้อไมมีการเปลี่ยนแปลงจากเดิม ในสวนอัตราการ

สังเคราะหโปรตีนพบวา ในกลุมที่ไดรับแร็กโทพามีนมีอัตราการสังเคราะหโปรตีนสูงกวากลุม

ควบคุม สงผลทําใหอัตราการสะสมโปรตีนในกลามเนื้อสูงขึ้น ในทํานองเดียวกัน Bergen และ

คณะ (1987) ทําการทดลองในสุกร พบวาการใชแร็กโทพามีนที่ระดับ 20 ppm มีผลใหอัตราการ

สังเคราะหโปรตีนเพิ่มข้ึน ในขณะที่อัตราการสลายโปรตีนลดลง 

นอกจากนี้มีงานวิจัยของ Armstrong และคณะ (2004) พบวา การใชแร็กโทพามีนใน

ระดับ 20 ppm รวมกับอาหารและเลี้ยงเปนเวลา 34 วัน สุกรที่เล้ียง 34 วัน และไดรับแร็กโทพามีน

ที่ระดับ 20 ppm จะมีน้ําหนักซากสูงกวาสุกรที่ไดรับแร็กโทพามีนที่ระดับ 10 ppm สําหรับการ

ประเมินคุณภาพเนื้อ พบวา เนื้อไมติดมัน ปริมาณเนื้อแดงสูง และเนื้อบริเวณซีกโครงสูงขึ้นเมื่อ

สุกรไดรับแร็กโทพามีนในระดับ 10 และ 20 ppm เปนเวลา 34 วันตามลําดับ ในทํานองเดยีวกนักบั

งานวิจัย Hancock และคณะ (1987) และ Prince และคณะ (1987) พบวา การใชแร็กโทพามีน

ระดับ 2.5-3.0 ppm ในสุกรชวงน้ําหนักระหวาง 60-102 กิโลกรัม พบวา ความหนาไขมันสันหลัง 

และปริมาณไขมันเปลวลดลง 0-14% และ 0-19% ตามลําดับ ในสวนของพื้นที่หนาตัดเนื้อสันและ
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ปริมาณเนื้อแดง พบวา เพิ่มข้ึน 4-19% และ 2-6% ตามลําดับ สวนเปอรเซ็นตซากแตกตางพบวา 

เพิ่มข้ึน 0-1%   

 2.1.2.2 มาตรฐานสารตกคางของแร็กโทพามีน  

 สําหรับประเทศในกลุมสหภาพยุโรป และจีนมีการหามไมใหใชสารแร็กโทพามีน

กับสัตวเลี้ยงเพื่อใชสําหรับการบริโภค เนื่องจากมีรายงานเกี่ยวกับผลขางเคียงของสารในกลุม

เบตาอะโกนิสต และรายงานเกี่ยวกับพิษของการตกคางของสารในกลุมเบตาอะโกนิสตใน

ผลิตภัณฑสัตว  จึงทําใหเกิดความเสี่ยงที่ผูบริโภคจะไดรับอันตรายจากสารตกคางเหลานี้ ถึงแมวา

สํานักงานคณะกรรมการอาหารและยาของสหรัฐอเมริกาไดอนุญาตใหใชสารนี้ผสมในอาหารสุกร

และวัว รวมทั้งอีก 22 ประเทศดวย อยางไรก็ตามประเทศตางๆ ไดออกกฎหมายควบคุมระดับ

สูงสุดที่ยอมรับไดของแร็กโทพามีนในผลิตภัณฑอาหารจากสัตว โดยปกติจะกําหนดเปนขีดจํากัด

สารตกคางสูงสุด ซึ่งเรียกวาคา MRLs (Maximum Residue Limits) แตคา MRL ของแตละ

ประเทศอาจไมตรงกัน ดังนั้นองคการอาหารและเกษตรกับองคการอนามัยโลก (FAO/WHO) จึง

รวมกันตั้งคณะกรรมการอาหารระหวางประเทศ (Codex Alimentarius Commission) ขึ้น เพื่อ

เสนอคา MRL ที่เปนสากลมากขึ้น ดังตารางที่ 2.1 สําหรับในประเทศไทย มีประกาศหามใชสาร

เบตาอะโกนิสตตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข (ฉบับที่ 269) พ.ศ. 2546 เร่ือง มาตรฐานอาหาร

ที่มีการปนเปอนสารเคมีกลุมเบตาอะโกนิสต นอกจากนี้ไดมีประกาศสํานักงานคณะกรรมการ

อาหารและยา พ.ศ. 2549 เร่ือง หลักเกณฑ เงื่อนไข และวิธีการตรวจวิเคราะหการปนเปอนสารเคมี

บางชนิดในอาหาร ไดกําหนดการตรวจวิเคราะหคาปริมาณสารในกลุมเบตาอะโกนิสต รวมทั้ง

เกลือของสารและสารในกระบวนการสรางและสลายที่ปนเปอนในอาหารตองนอยกวา 1 

ไมโครกรัมตอกิโลกรัม (1 ppb) 
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ตารางที่ 2.1 ขีดจํากัดสารตกคางสูงสุดของแร็กโทพามีนที่ยอมรับใหมีไดกําหนดโดยคณะกรรมการ

อาหารระหวางประเทศ 

ชนิดสัตว ชนิดอวัยวะสตัว MRLs (ppb) 

โค กลามเนื้อ 

ตับ 

ไต 

ไขมัน 

10 

40 

90 

10 

สุกร กลามเนื้อ 

ตับ 

ไต 

ไขมัน 

10 

40 

90 

10 

แหลงที่มา : Codex Alimentarius Commission, 2007 :24-25. 

 2.1.3    ทฤษฎีทางภูมิคุมกันวิทยา  

2.1.3.1 แอนติเจน (Antigen, Ag) 

   แอนติเจน คือ สารที่สามารถทําปฏิกิริยาอยางจําเพาะกับผลิตภัณฑตางๆ ที่

ตอบสนองโดยระบบภูมิคุมกัน ดังนั้นการเปนแอนติเจน หมายถึง ความสามารถของสารที่จะทํา

ปฏิกิริยาจับแบบจําเพาะกับองคประกอบแบบตางๆ ของระบบภูมิคุมกัน เชน แอนติบอดีหรือตัวรับ

บนผิวเซลล สารที่มีคุณสมบัติเปนแอนติเจนเกือบทุกชนิดจะมีคุณสมบัติการเปนอิมมูโนเจน 

(immunogen) ที่สามารถชักนําการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันอยางจําเพาะ ไมวาจะเปนการ

ตอบสนองของภูมิคุมกันแบบพึ่งเซลล (cell mediated immune response) หรือการตอบสนอง

ของภูมิคุมกันแบบหลั่งแอนติบอดี (humoral immune respone) สวนแอนติเจนที่ไมมีคุณสมบัติ

เปนอิมมูโนเจนที่เรียกวา แฮปเทน ซึ่งเปนสารที่มีโมเลกุลเล็กและมีสมบัติเปนแอนติเจน แตโดยตัว
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สารนั้นไมสามารถชักนําการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันได ดังนั้นเมื่อตองการทําการกระตุนให

ระบบภูมิคุมกันสามารถผลิตและหลั่งแอนติบอดีตอสาร จึงมักทํากระบวนการทางเคมีเชื่อมติด

ระหวางแฮปเทนกับโปรตีนพาหะ เพื่อใหเกิดสารเชิงซอนที่มีคุณสมบัติเปนอิมมูโนเจนได            

โดยสมบัติของอิมมูโนเจนที่กระตุนใหเกิดการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันของสิ่งมีชีวิตโดยทั่วไป

มี 4 ประการ ไดแก ความแปลกปลอม ขนาดของโมเลกุล องคประกอบและความซับซอนทางเคมี 

และความสามารถในการถูกแปรรูปของแอนติเจน เพื่อนําเสนอบนผิวเซลลที่นําเสนอหรือผิวของ

เซลลอ่ืน ๆ (ไพศาล สิทธิกรกุล, 2548)  

2.1.3.2 แอนติบอดี (Antibody, Ab) 

  แอนติบอดีหรืออิมมูโนโกลบูลิน (immunoglobulin , Ig) เปนไกลโคโปรตีนขนาด

ใหญในระบบภูมิคุมกันที่รางกายมนุษยหรือสัตวชั้นสูงอื่นๆสรางขึ้น ซึ่งมีหนาที่ตรวจจับและทําลาย

ฤทธิ์ส่ิงแปลกปลอมตอรางกาย เชน แบคทีเรีย และไวรัส แอนติบอดีแตละชนิดจะจดจําโมเลกุล

เปาหมายที่จําเพาะของมันคือ แอนติเจน โครงสรางโมเลกุลของแอนติบอดีอยูในรูปตัววาย           

(Y shape) ดังรูปที่ 2.2 ประกอบดวยสายพอลิเปปไทด (polypeptide) 4 สาย คือ สวนที่มีน้ําหนัก

โมเลกุลมากเรียกวา Heavy (H) chain 2 สาย และสวนที่น้ําหนักโมเลกุลเบาเรียกวา Light (L) 

chain 2 สาย โดยในโมเลกุลของอิมมูโนโกลบูลินมีพันธะไดซัลไฟดอยูทั้งภายในสายพอลิเปปไทด 

และระหวางสายโพลเิปปไทด ใน L chain พบวามีพันธะไดซัลไฟด 2 แหง สวนใน H chain จะมี

พันธะไดซัลไฟดอยู 4 แหง พันธะแตละแหงจะทําใหสายพอลิเปปไทดขดเปนหวง (loop) จึงทําให L 

chain มี 2 โดเมน (domain) และใน H chain มี 4 โดเมน จากการศึกษาลําดับกรดอะมิโนทั้งใน

สวน H cahin และ L chain พบวา กรดอะมิโนลําดับที่ 1-100 ตัวแรกจากปลาย N (N-terminal) 

ซึ่งเปนโดเมนแรกจะมีการเปลี่ยนแปลงของลําดับกรดอะมิโนสูงมาก จึงเรียกสวนนี้วา บริเวณ

แปรปรวน (Variable region) ซึ่งแตกตางกันในแอนติบอดีแตละชนิด เปนบริเวณที่จับแอนติเจน 

ถาเปน L chain ก็เรียกวา VL ถาเปน H chain ก็เรียกวา VH สวนที่เหลือเปนบริเวณที่มีการ

เปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนนอยมาก เรียกวา บริเวณคงที่ (constant region) ถาเปน L chain ก็

เรียก CL ถาเปน H chain ก็เรียก CH ดังนั้น H chain 1 เสน จึงประกอบดวย VH, CH1, CH2 และ 

CH3 นอกจากนี้สวนบริเวณคงที่จะมีความแตกตางกันตามชนิดของโปรตีน กรณีของ L chain พบมี

อยู 2 ชนิดคือ kappa (κ) และ lambda (λ)  สวนของ H chain มีอยู 5 ชนิดคือ α, μ, γ, δ และ 

ε จึงทําใหสามารถแบงอิมมูโนโกลบูลินออกเปน 5 คลาสคือ IgA, IgM, IgG, IgD และ IgE ดงัรูปที ่

2.3 นอกจากนี้โปรตีนสาย H chain ชนิด γ, δ และ α จะมีบริเวณขอพับ (hinge region) 
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ประกอบดวยกรดอะมิโนโพรลีน (proline) จํานวนมาก ในกรณีของ μ และ ε ไมพบบริเวณขอพับ 

แตละโมเลกุลจะยาวขึ้นอีก 1 โดเมน (ไพศาล สิทธิกรกุล, 2548) 

  

 

 

 

    

รูปที่ 2.2  โครงสรางพื้นฐานของอิมมูโนโกลบูลิน (ไพศาล สิทธกิรกุล, 2548) 

 

Heavy chain 

Light 
h i

Hinge region 
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รูปที่ 2.3  โครงสรางโดยทัว่ไปของแอนติบอดีทั้ง 5 ไอโซไทป 

(แหลงทีม่า : http://www.ibs.fr\ext\labos\LIM\Myriam.BEN-KHALIFA\fig14.htm\files)                             

2.1.3.3 โมโนโคลนอลแอนติบอดี ( Monoclonal Antibody, MAb) 

 โมโนโคลนอลแอนติบอดี คือ แอนติบอดีหรืออิมมูโนโกลบูลิน ที่มีลักษณะสําคัญคือ MAb 

แตละชนิดจะเปนกลุมของอิมมูโนโกลบูลินที่มีความเหมือนกัน (homogeneous) เพราะถูกสรางมา

จากเซลลหรือโคลนชนิดเดียวกันและมีความจําเพาะสูงตอเพียงอิพิโทปเดียวของโมเลกุลที่เปน

แอนติเจน เซลลที่สราง MAb นั้น สามารถเพาะเลี้ยงในภาชนะใหเจริญเติบโตแบงตัวและหลั่ง

แอนติบอดีออกมาไดในอาหารเลี้ยงเซลล สามารถเก็บเซลลนี้แชแข็งในไนโตรเจน และนํากลับ

ออกมาเพาะเลี้ยงไดอีก เพื่อใหเซลลผลิต MAb ไดอีกในปริมาณและในเวลาที่ตองการ โดยเปน
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ชนิดเดิมไมเปลี่ยนแปลง ซึ่งในอดีตจะเปนการเตรียมแอนติบอดีแบบพอลิโคลนอลแอนติบอดี 

(polyclonal antibody; PAb) หรือการเตรียมแอนติบอดีในรูปแอนติซีรัม โดยโคลนตางๆของบี

เซลลจํานวนมากที่สามารถตรวจจับแตละอิพิโทป เปนผลใหมีการสรางแอนติบอดีหลายชนิด

ปะปนอยูในซีรัม ซึ่งเปนการที่แอนติบอดีแตละชนิดจําเพาะตอแตละอิพิโทปรวมอยูดวยกันในซีรัม 

การเตรียมแบบพอลิโคลนอลแอนติบอดี เปนการยากที่จะใหไดแอนติบอดีที่มีความจําเพาะสูง และ

มีคุณสมบัติเหมือนกันทางดานสัมพรรคภาพ (affinity) คลาสของแอนติบอดี ความจําเพาะ

(specificity) และตองเตรียมแอนติเจนที่จะใชฉีดกระตุนสัตวทดลองใหมีความบริสุทธิ์สูงมาก 

(ไพศาล สิทธิกรกุล, 2548) 
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ตารางที่ 2.2  การเปรียบเทยีบระหวางพอลิโคลนอลแอนติบอดีและโมโนโคลนอลแอนติบอดี          

(ชัยวัฒน กิตตกิูล, 2545) 

คุณสมบัติ พอลิโคลนอลแอนติบอดี (PAb) โมโนโคลนอลแอนติบอดี (MAb) 

ความจาํเพาะ 

(Specificity) 

- พบปฏิกิริยาขามกลุม 

- มักไมมีความจําเพาะสงู 

- คงที ่สามารถนํามาใชเปนมาตรฐานได 

- มีความจําเพาะสูง 

สัมพรรคภาพ 

(Affinity) 

- ไมคงที่ เปลี่ยนแปลงตามเวลา
ที่เจาะเลือดสตัวทดลอง 

- คงที ่โดยสามารถทาํการคัดเลือกไดสูง

หรือตํ่าตามความตองการในระหวางขั้น 

ตอนการทําใหไดเซลลเดี่ยว (cloning) 

ปริมาณแอนตบิอดี

ที่ผลิตได 

- ประมาณ 1 มลิลิกรัมตอ

มิลลิลิตร 

- ประมาณ 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  

ในเซลลเพาะเลี้ยง 

- ประมาณ 20 มิลลิกรัมตอมลิลิลิตรใน   

ascitic fluid 

ปริมาณแอนตบิอดี

ชนิดอื่นที่ปนเปอน 

 

- อาจสูงถงึ 100% - ไมพบในเซลลเพาะเลี้ยง 

- พบประมาณ 10% ใน ascitic fluid 

ความบริสุทธิข์อง

แอนติเจน 

- ตองใชแอนติเจนที่บริสทุธิ์มาก
หรือทําserum absorption 

- ใชแอนติเจนที่บริสุทธิพ์อสมควร 

ตนทนุในการผลิต - ต่ํา - สูง โดยเฉพาะเวลาเริ่มตนในการผลิต 

 

ขอดีของโมโนโคลนอลแอนติบอดี (ชัยวัฒน กิตติกูล, 2545)   

1. ใชแอนติเจนนอยและไมตองบริสุทธิ์มากในการฉีดกระตุน เนื่องจากสามารถเลือกเซลลที่

มีความจําเพาะตอแอนติเจนไดระหวางการทําใหไดเซลลเดี่ยว 
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2. มีความเปนมาตรฐาน (standardization) สามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มี

ลักษณะเหมือนกัน เนื่องจากสามารถผลิตโมโคลนอลแอนติบอดีไดอยางไมจํากัด 

3. มีความจําเพาะสูง (high specificity) เนื่องจากโมโคลนอลแอนติบอดีจะเขาทําปฏิกิริยา

กับอิพิโทปเพียงตําแหนงเดียวบนโมเลกุลของแอนติเจน ดังนั้นจึงมีความจําเพาะสูงมาก 

4. มี affinity สูง เนื่องจากขั้นตอนการผลิตสามารถทําการคัดเลือกโมโนโคลนอลแอนติบอดี

ที่มี affinity สูงตอแอนติเจนได ดังนั้นจึงสามารถนําไปใชไดในความเจือจางสูง ทําใหลด

ปฏิกิริยารบกวน (background) ในการทดลองได นอกจากนี้สามารถนําไปใชในการทํา

ใหแอนติเจนบริสุทธิ์ไดอีกดวย 

5. การเก็บเซลล สามารถเก็บเซลลที่สรางโมโนโคลนอลแอนติบอดีไวเปนเวลานานเปนปๆ

ในไนโตรเจนเหลว และสามารถนํากลับมาเลี้ยงเพื่อผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีไดอีก

เมื่อตองการ 

ขอเสียของโมโนโคลนอลแอนติบอดี (ชัยวัฒน กิตติกูล, 2545)    

1. การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี มีกรรมวิธีคอนขางยุงยากในการผลิตเมื่อเทียบกับการ

ผลิตพอลิโคลนอลแอนติบอดี เนื่องจากตองใชแรงงาน เวลา และคาใชจายสูงในการผลิต 

2. ความจําเพาะ ในกรณีโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่เตรียมมีความจําเพาะสูงเกินไปที่จะใชใน

การตรวจวินิจฉัยโรค 

3. ความไวตอการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของแอนติเจน เนื่องจากโมโนโคลนอลแอนติบอดีมี

ความจําเพาะที่สูงมาก จึงมีความไวตอการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของแอนติเจนซึ่งเกิดขึ้น

ระหวางที่แอนติเจนเกาะกับพื้นผิว หรือสภาวะที่ใชในการทดลอง 

4. คุณสมบัติเปลี่ยนแปลงไดงายระหวางขั้นตอนการทําใหบริสุทธิ์ เนื่องจากบางกรณีโมโน
โคลนอลแอนติบอดีมีความไวตอการเปลี่ยนแปลงของ pH, ionic strength และปจจัยอื่นๆ 

ซึ่งพอลิโคลนอลแอนติบอดี มักมีความไวตอการเปลี่ยนแปลงเหลานี้นอยกวา เนื่องจากวา 

แอนติบอดีบางกลุมยังสามารถทํางานได 
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2.1.3.4 การผลิตโมโนโลนอลแอนติบอดี 

  การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี เปนการผลิตแอนติบอดีที่มีความจําเพาะสูง

พัฒนาโดย Köhler และ Milstein ในป ค.ศ. 1975 โดยการนําบีเซลลที่ถูกกระตุนดวยแอนติเจนที่

ตองการใหสรางแอนติบอดีมาหลอมรวมกับเซลลมะเร็งของเซลลพลาสมาหรือเซลลไมอิโลมา 

(myeloma celll) โดยการใช polyethylene glycol กลายเปนเซลลลูกผสมหรือเซลลไฮบริโดมา 

(hybridoma) ซึ่งมีคุณสมบัติเปนอมตะของเซลลมะเร็ง และสามารถสรางแอนติบอดีได เนื่องจาก

เซลลไมอิโลมาจะใหคุณสมบัติความเปนอมตะ ในขณะที่บีเซลลซึ่งมีอายุจํากัดใหคุณสมบัติในการ

ผลิตแอนติบอดีที่มีความจําเพาะตามตองการ ในทางปฏิบัติไมสามารถหลอมรวมทุกเซลลเพื่อผลิต

ไฮบริโดมาไดทั้งหมด แตมีทั้งเซลลที่หลอมรวมกันเองและไมหลอมรวมกัน และมีไฮบริโดมาที่ไม

ตองการปะปนอยูจํานวนมาก ดังนั้นจึงตองหาสภาพที่เลือกใหเฉพาะเซลลไฮบริโดมาเทานั้นที่

สามารถมีชีวิตอยูรอดและเจริญได วิธีที่ใชโดยทั่วไป ไดแก การใชเซลลไมอิโลมาที่มีความบกพรอง

ของเอนไซม (โดยการคัดเลือกหลังจากการทําใหผาเหลา) ที่เกี่ยวกับแนวทางการสังเคราะห         

นิวคลีโอไทดใน salvage pathway ซึ่งทําใหไมสามารถเจริญใน HAT medium (อาหารเลี้ยงเซลล

ที่เสริมดวย hypoxanthine, aminopterin และ thymidine) ซึ่งเมื่อนําเซลลผสมที่ไดมาเลี้ยงใน 

HAT medium นี้ เซลลไมอิโลมาที่ไมหลอมรวมหรือหลอมรวมกันเองจะไมสามารถมีชีวิตรอดได 

ดังนั้นจึงมีเฉพาะเซลลไฮบริโดมาที่หลอมรวมระหวางเซลลไมอิโลมากับบีเซลลเทานั้นที่มีชีวิตรอด

เพราะไดเอนไซมใน salvage pathway จากบีเซลล สวนบีเซลลที่ไมหลอมรวมหรือหลอมรวม

กันเองจะมีชีวิตรอดเพียงระยะสั้นๆ และตายเอง (ไพศาล สิทธิกรกุล, 2548) 

 การคัดเลือกของ HAT medium เปนการใชพื้นฐานจากเซลลสัตวเลี้ยงลูกดวยนม สวน

ใหญสามารถสังเคราะหนิวคลีโอไทดได 2 แนวทาง คือ de novo payhway และ salvage 

pathway ในกรณีของ de novo pathway มีข้ันตอนการยายหมู methyl หรือ formyl จาก 

tetrahydrofolate ซึ่งเอนไซมสามารถถูกยับยั้งโดย aminopterin (folic acid analog) ดังนั้นเมื่อ 

de novo pathway ถูกยับยั้ง เซลลก็จะหันมาใช salvage pathway โดยการเปลี่ยนพิวลีน 

(purine) หรือไพริมดิีน (pyrimidine) เปนนิวคลีโอไทดโดยตรง เพื่อใชในการสังเคราะหดีเอ็นเอและ

อารเอนเอ เอนไซมที่ใชใน salvage pathway ไดแก hypoxanthine-guanine phosphoribosyl 

transferase (HGPRT) และ thymidine kinase (TK) การผาเหลาของเอนไซมตัวใดตัวหนึ่งจะ

ยับยั้งการใช salvage pathway เนื่องจากใน HAT medium สวนของ aminopterin ใชขัดขวาง  

de novo pathway สวน hypoxanthine และ thymine ทําใหเซลลสามารถเจริญไดใน salvage 
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pathway ดังนั้นเซลลที่ขาดเอนไซม HGPRT หรือ TK จะตายใน HAT medium เพราะไมสามารถ

ใช salvage pathway ในการสังเคราะหนิวคลีโอไทดสําหรับสรางดีเอ็นเอหรืออารเอนเอ (ไพศาล 

สิทธิกรกุล, 2548) 

 เทคโนโลยีของการผลิตไฮบริโดมามักจะใชเซลลไมอิโลมาที่ผาเหลา 2 ประการ (double 

mutants) คือเอนไซม HGPRT บกพรอง (HGPRT-) และไมสามารถสรางอิมมูโนโกลบูลิน           

(Ig- mutant) เพื่อใหแนใจวาการสรางแอนติบอดีจากไฮบริโดมาถอดรหัสมาจากยีนของเซลลมาม 

(spleen cell) โดยเซลลไมอิโลมาเพียงแตทําใหเซลลเปนอมตะเทานั้น เมื่อไดไฮบริโดมาที่ผลิต

แอนติบอดีแลวตองมีการคัดเลือกเซลลที่เฉพาะที่สรางแอนติบอดีจําเพาะตอแอนติเจนที่ตองการ 

วธิีที่ใชคัดเลือกโดยทั่วไป ไดแก ELISA และ Immunoassay ตางๆ หลังจากสามารถพิสูจนทราบ

เซลลไฮบริโดมาที่มีความจําเพาะที่ตองการไดแลวตองทําการโคลนซ้ํา (reclone) เพื่อใหแนใจวา

เซลลนั้นมีตนกําเนิดจากเซลลเดียวกัน และขยายเพิ่มจํานวนเพื่อผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี

ตอไป (ไพศาล สิทธิกรกุล, 2548) 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.4  แนวทางการสังเคราะหดีเอนเอของ de novo pathway และการสังเคราะหดีเอนเอของ 

salvage pathway ในเซลลปกติ 

(แหลงทีม่า : http://www.reactome.org/figures/denovo_UMP_synthesis.jpg) 

(De novo pathway) (De novo pathway) 

(Salvage pathway) 

(Salvage pathway) 
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รูปที่ 2.5  ข้ันตอนการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

(แหลงทีม่า : http://www.biology.iupui.edu/biocourses/Biol540/6secondwavefullCSS.html) 

2.1.4 หลักการของ ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) 

ในการตรวจเพื่อตองการทราบวา สารเบตาอะโกนิสตมีอยูหรือไมในเนื้อสัตวจําเปนตองมี

วิธีการตรวจที่มีประสิทธิภาพ ปจจุบันหองปฏิบัติการหลายแหงทั่วโลก รวมทั้งหองปฏิบัติการของ

กรมปศุสัตวจะใชวิธี Enzyme immunoassay (EIA) และวิธี Gas chromatography-Mass 

spectrometry (GC-MS) โดยมักใชการตรวจ EIA เปนวิธีใชสําหรับตรวจคัดกรองตัวอยางเบื้องตน 

(screening test) เพื่อยืนยันวาตัวอยางนั้นมีสารที่ตองการตรวจสอบตกคางในเนื้อสัตวหรือไม ซึ่ง

ทําใหสามารถพิสูจนไดวา ตัวอยางนั้นปลอดภัยสําหรับการบริโภคหรือไม สวนวิธี GC-MS เปนวิธี

ที่ใชตรวจวิเคราะหหาชนิดและปริมาณของสารตางๆ ในเนื้อสัตวที่มีปริมาณนอยมากระดับหนึ่งใน

พันลาน (ppb) แตใชเวลาการวิเคราะหนานกวา จึงนิยมใชเปนวิธีที่ใชยืนยันผลการตรวจวิเคราะห 
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หลักการ ELISA หรือ EIA คลายกับ RIA (Radioimmunoassay) ซึ่งเปนวิธีที่ใชหลักการ

ของการทําปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนกับแอนติบอดี เพียงแตใชเอนไซมแทนสารกัมมันตรังสีเชื่อม 

ตอกับแอนติบอดี เอนไซมจะเปนตัวเรงปฏิกิริยาเปลี่ยนสับสเตรตที่ไมมีสีเปนผลิตภัณฑที่มีสี 

(chromogenic substrate) โดยทั่วไปเอนไซมตางๆ ที่นิยมใชใน ELISA เชน เอนไซม alkaline 

phosphatase เรงปฏิกิริยาเปลี่ยน p-nitrophenylphosphate (pNPP) เปน p-nitrophenol ซึ่งเปน

สารที่มีสีเหลือง หรือเอนไซม horseradish peroxidase ที่มีสับสเตรตหลายชนิด ไดแก 2,2’-azo-

bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS), o-phenylenediamine (OPD) และ 

3,3’5,5’- tetramethylbenzidine base (TMB) โดยจะเรงปฏิกิริยาไดผลิตภัณฑที่มีสีเขียว สีสม    

และสีน้ําเงิน ตามลําดับ จากนั้นการแปลผลการทดสอบ จะขึ้นอยูกับความเขมสีหรือการดูดกลืน

แสงที่เกิดจากการยอยสับสเตรต (substrate) ที่เหมาะสมกันของเอนไซมนั้นๆ โดยเทคนิคของ 

ELISA นั้นมีขอดีคือ มีความจําเพาะและความไวสูงสามารถหาปริมาณของสารที่ตองการวิเคราะห

ไดในระดับนาโนกรัมหรือหนึ่งในพันลานสวน (ไพศาล สิทธิกรกุล, 2548) 

การพัฒนา ELISA รูปแบบตางๆ ทําใหสามารถใชในเทคนิคนี้ในการตรวจสอบทั้ง

แอนติเจนหรือแอนติบอดีในแงคุณภาพและปริมาณได การตรวจสอบในเชิงปริมาณสามารถทําได

โดยใชแอนติเจนหรือแอนติบอดีที่ทราบปริมาณ เพื่อเตรียมกราฟมาตรฐานสําหรับเปรียบเทียบกับ

ผลที่ไดจากตัวอยาง โดยเทคนิคของ ELISA ที่นํามาใชในงานวิจัยนี้สามารถแบงเปน 2 แบบคือ 

1) Indirect ELISA ใชสําหรับตรวจสอบแอนติบอดี เชน การคัดเลือกไฮบริโดมาที่สามารถ

ผลิตแอนติบอดีตอแอนติเจน หรือตรวจแอนติบอดีที่จําเพาะตอแอนติเจนในซีรัม วิธีนี้เหมาะ

สําหรับแอนติเจนบริสุทธิ์หรือบริสุทธิ์บางสวนในปริมาณนอยระดับมิลลิกรัม วิธีนี้เร่ิมดวยการตรึง

แอนติเจนในหลุม จากนั้นทําการบมแตละหลุมดวยสารละลายที่มีแอนติบอดีที่ตองการตรวจสอบ

และลางแอนติบอดีที่ไมจับทิ้งไป จากนั้นทําการเติมแอนติบอดีที่ติดฉลากเอนไซมซึ่งจําเพาะตอ

แอนติบอดีของสัตวที่ใช (เชน แอนติบอดีตัวแรกมาจากหนู แอนติบอดีติดฉลากเอนไซมจะเปน 

anti-mouse Ig จากสัตวตางๆ เชน กระตาย แพะ แกะ เปนตน) หลังจากบมและลาง เติม

สารละลายสับสเตรต และสารหยุดปฏิกิริยา (stop solution) ความเขมสีท่ีเกิดขึ้นจะเปนสัดสวน

โดยตรงกับปริมาณแอนติบอดีตัวแรกที่จับกับแอนติเจนที่ตรึงอยูในหลุม  (ไพศาล สิทธิกรกุล, 

2548) 
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รูปที่ 2.6  ขั้นตอนในการตรวจสอบแอนตบิอดีดวยวิธ ีindirect ELISA 

2) indirect competitive ELISA เปนวิธีที่ใชตรวจสอบแอนติบอดีที่อยูในซีรัม หรือ

แอนติบอดีที่อยูในอาหารเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาวา แอนติบอดีที่ไดมีความสามารถในการจับกับ

แอนติเจนที่อยูในรูปอิสระไดหรือไม และสามารถนําไปวัดปริมาณแอนติเจนที่ตองไดในกรณีมี

แอนติเจนที่ทราบปริมาณเปนแอนติเจนมาตรฐาน ขั้นตอนในการตรวจสอบคลายกับวิธี indirect 

ELISA เพียงแตในขั้นตอนการเติมแอนติบอดีนั้นจะเติมแอนติเจนมาตรฐานความเขมขนตางๆ หรือ

สารละลายแอนติเจนที่ตองการหาปริมาณลงในหลุมที่มีการตรึงแอนติเจนไวแลว พรอมกับเติม

แอนติบอดีที่จําเพาะตอแอนติเจนนั้นในความเขมขนที่เหมาะสม และนําไปบมกับแอนติบอดีติด

ฉลากดวยเอนไซมเชนเดียวกับวิธี indirect ELISA โดยวิธีนี้จะเปนการแขงขันระหวางแอนติเจนที่

ตรึงอยูที่กนหลุมกับแอนติเจนในสารละลายที่เติมลงไปในการแยงจับกับแอนติบอดี (ไพศาล     

สิทธิกรกุล, 2548) 

 

                                             

 

 

รูปที่ 2.7  ข้ันตอนในการตรวจสอบแอนตบิอดีดวยวิธ ีindirect competitive ELISA 

 

 

 ลาง  ลาง  ลาง 

 ตรึงแอนติเจน  เติมแอนติบอดี  เติมแอนติบอดี
  ติดฉลากเอนไซม 

 เติมสับสเตรต
   และสารที่ทําใหเกิดสี 

 ลาง  ลาง  ลาง 

 ตรึงแอนติเจน    เติมแอนติเจน
  และแอนบอดี 

  เติมแอนติบอดี
    ติดฉลากเอนไซม 

         เติมสับสเตรต
   และสารที่ทําใหเกิดสี 
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2.2 เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
Shelver และคณะ (2000)  ไดทําการผลิตเซลลไฮบริโดมาที่สรางโมโนโคลนอลแอนติบอดี

ตอแร็กโทพามีน จากการฉีดกระตุนหนู BALB/c เพศเมียอายุ 8 สัปดาห จํานวน 4 ตัวดวย        

แร็กโทพามีนที่เชื่อมเขากับโปรตีน Keyhole limpet hemocyanin (KLH) โดยการฉีดกระตุนครั้ง

แรกจะนําสารที่ไดมาผสมกับ Freund’s complete adjuvant ปริมาณ 100 ไมโครกรัม จากน้ันทํา

การฉีดกระตุนซ้ําจํานวน 4 คร้ัง หางกันครั้งละ 30 วัน โดยผสมสารกับ Freund’s incomplete 

adjuvant ปริมาณ 100 ไมโครกรัม แลวทําการเก็บเลือดหลังจากการกระตุนครั้งสุดทายประมาณ 

10-14 วันพบวา เมื่อนําเลือดหนูมาแยกเอาสวนที่เปนซีรัมมาตรวจหาระดับแอนติบอดีโดยวิธี 

indirect ELISA โดยเคลือบกนหลุมของจานทดสอบ ELISA ดวยแร็กโทพามีนที่เชื่อมกับโปรตีน 

BSA คาไตเตอร (titer) สูงถึง 1:16000 และทําการฉีดกระตุนครั้งสุดทายดวยแร็กโทพามีนปริมาณ 

50 ไมโครกรัมเขาทางเสนเลือดดําบริเวณหาง กอนวันหลอมรวมเซลลเปนเวลา 4 วัน ทําการฉีด

กระตุนครั้งสุดทายแลวนําเซลลมามจากหนูมาหลอมรวมกับเซลลไมอิโลมา Sp2/0Ag14 ดวย 

PEG 1500 ซึ่งไดเซลลไฮบริโดมาที่สรางโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอแร็กโทพามีนจํานวน 4 โคลน 

คือ โคลนรหัส 4B7, 5G10, 7D12 และ 13B2  จากนั้นทําการคัดเลือกไดใชโคลน 5G10 ในการ

ทดลอง พบวา โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดมีไอโซไทปเปน IgG1к สวนในการทําปฏิกิริยา

แอนติบอดีจะจดจําตําแหนงคารบอนที่ 3 และหมูฟนอลของ N-butylphenol ของสารแร็กโทพามีน

และแอนติบอดีที่ไดมีความสามารถในการตรวจวัดความเขมขนต่ําที่สุดของสารแร็กโทพามีน

เทากับ 1 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร และไมพบความสามารถในการทําปฏิกิริยาขามกับสารอ่ืนๆ ใน

กลุมเบตาอะโกนิสต  

Wang และคณะ (2006)  ไดใชเทคนิค HPLC และ ELISA เพื่อตรวจสอบการเจือปนของ

สารแร็กโทพามีนในอาหารเลี้ยงสุกร เมื่อตรวจวิเคราะหอาหารเลี้ยงสุกรที่มีสวนผสมสารแร็กโทพามีน

อยู 50-400 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม มีผลได (recovery) อยูในชวง 105.5-111.4% และ 89.1-92.9% ดวย

เทคนิค ELISA และ HPLC ตามลําดับ และสามารถตรวจวัดปริมาณสารที่ต่ําที่สุดดวยวิธี ELISA        

และ HPLC ไดเทากับ 0.24 และ 0.48 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ  เมื่อนําผลการทดลองมา

เปรียบเทียบระหวางการตรวจสอบดวยเทคนิค HPLC และ ELISA พบวา เทคนิค ELISA เปนเทคนิคที่มี

ความไวและรวดเร็วในการตรวจสอบมากกวาเทคนิค HPLC ดังนั้นจึงนิยมนําเทคนิค ELISA มา

ตรวจสอบขั้นพื้นฐานหาสารแร็กโทพามีนในอาหารเลี้ยงสุกร กอนนําไปตรวจสอบหาปริมาณดวย   

เทคนิค HPLC 
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Li และคณะ (2007)  ไดทําการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอแร็กโทพามีน โดยการฉีด

กระตุนหนูทดลองดวยแร็กโทพามีนที่เชื่อมกับโปรตีน human serum albumin ทําการตรวจสอบ 

โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดเปน IgG2a และมีคา IC50 เทากับ 21.25 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร และ

คา LOD เทากับ 1.5 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร และไมทําปฏิกิริยาขามกับสารในกลุมดวย  

Xu และคณะ (2007)  ไดใชเทคนิค IAC (Immunoaffinity column) ในการแยกสาร     

แร็กโทพามีนจากตัวอยางใหบริสุทธิ์กอนการตรวจวิเคราะหหาปริมาณสาร โดยใชพอลิโคลนอล

แอนติบอดีตอสารแร็กโทพามีน ซึ่งพอลิโคลนอลแอนติบอดีที่ไดผลิตจากกระตายที่ถูกกระตุนดวย

แร็กโทพามีนที่เชื่อมกับโปรตีน BSA ความเขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และฉีดกระตุนซ้ําโดย

หางกันเปนเวลา 14 วัน หลังจากกระตุนครั้งที่ 3 ทําการเก็บเลือดจากกระตายไวที่อุณหภูมิ 4   

องศาเซลเซียส ขามคืน จากนั้นทําการปนแยก นําเอาสวนซีรัมที่ไดมาทําใหบริสุทธิ์ดวยวิธี 

saturated ammonium sulfate และ ทําการผานคอลัมน protein A-Sepharose 4B จากนั้น

นําเอาแอนติบอดีที่บริสุทธิ์มาเชื่อมกับ CNBr-activated sepharose  จะไดคอลัมนสําหรับการ

แยกแร็กโทพามีนจากตัวอยาง แลวทําการตรวจสอบแร็กโทพามีนในตัวอยางพบวา ความเขมขน

ของสารที่นอยที่สุดที่สามารถตรวจสอบไดคือ 0.2 นาโนกรัมตอมิลลิลิตรในตัวอยางปสสาวะสุกร 

และ 0.5 นาโนกรัมตอมิลลิลิตรในตัวอยางเนื้อสุกรดวยเทคนิค ELISA และเมื่อทําการทดสอบ

ความจําเพาะของแอนติบอดีที่ไดพบวา ไมทําปฏิกิริยากับสารในกลุมเบตาอะโกนิสต จากนั้นทํา

การยืนยันผลโดยใชเทคนิค LC-MS พบความสัมพันธในการตรวจสอบระหวางเทคนิค ELISA กับ 

LC-MS สูงกวา 0.89 

ปยะนุช เรืองศรีอรัญ (2548)  ไดผลิตเซลลไฮบริโดรมาที่สรางโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ

สารเคลนบูเทอรอล ซึ่งเปนสารที่อยูในกลุมเบตาอะโกนิสต จากการฉีดกระตุนหนูดวยสาร            

เคลนบูเทอรอลที่เชื่อมเขากับโปรตีน Bovine serum albumin (BSA) ไดโมโนโคลนทั้งหมด 7 

โคลน คือ โคลนรหัส 3/9B 1/7C 1/11G 3/9A 3/6C 6/11Dและ 6/11G โดยโมโนโคลนอล

แอนติบอดีทั้งหมดมีไอโซไทปเปน IgG1 และมีคา IC50 อยูระหวาง 0.08-0.72 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร นอกจากนี้แอนติบอดีที่ไดมีความสามารถในการตรวจวัดความเขมขนต่ําที่สุดของสาร

เคลนบูเทอรอล (Lower limit of detection; LOD) อยูระหวาง 5-198 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร โดย

งานวิจัยนี้ไดเลือกโคลน 3/9A เนื่องจากใหคา IC50 และ LOD นอยสุด และเมื่อทําใหโมโนโคลนอล

แอนติบอดีที่ไดจากโคลน 3/9A บริสุทธิ์ขึ้น จะมีคา IC50 และ LOD เทากับ 4 และ 0.2 นาโนกรัมตอ

มิลลิลิตร ตามลําดับ แตสามารถทําปฏิกิริยาขามกับสารอ่ืนๆ ในกลุมเบตาอะโกนิสตทุกชนิด  
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ในป 2551 สํานักตรวจสอบคุณภาพสินคาปศุสัตวของกรมปศุสัตว  ไดพัฒนาวิธีวิเคราะห

น้ําที่ปนเปอนสารเรงเนื้อแดง 10 ชนิด ไดแก ซิมาเทอรอล (cimaterol) ซิมบูเทอรอล (cimbuterol) 

ซัลบูตามอล (salbutamol) แร็กโทพามีน (ractopamine) เคลนโพรเพอรอล (clenproperol)       

เคลนบูเทอรอล (clenbuterol) ริโตดีน (ritodrine) ไอโซซูพรีน (isoxsuprine) มาบวิเทอรอล 

(mabuterol) และ มาเพนเทอรอล (mapenterol) ดวยวิธี LC-MS โดยความเขมขนต่ําสุดที่สามารถ

ตรวจพบได (LOD) และความเขมขนต่ําสุดที่สามารถวิเคราะหปริมาณได (LOQ) อยูในชวง 0.017-

0.37 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร และ 0.26-0.46 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ  
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บทที่  3 

อุปกรณและวิธีดําเนินการวิจยั 

3.1 สัตวทดลองและเซลลที่ใชในงานวจิัย 

ตารางที่ 3.1   สัตวทดลองและเซลลที่ใชในการวิจัย 

สัตวทดลองและเซลล แหลงที่มา 

1. หนูเมาส สายพนัธุ BALB/c (inbred strain) 

    เพศเมีย อายุ 8 สัปดาห 

2. เซลลไมอีโลมา P3/NSI/1-4A4-1 (NS-I) 

สํานักสัตวทดลองแหงชาติ มหาวิทยาลยัมหิดล 

 

ATCC No: TIB 18 

 

3.2 เครื่องมือและอุปกรณที่ใชในงานวิจัย 

ตารางที่ 3.2   เครื่องมือและอุปกรณที่ใชในงานวิจัย 

เครื่องมือและอุปกรณ แหลงที่มา 

1. เครื่องปนเหวี่ยง 

2. เครื่องผสมดวยแรงหมุน 

3. เครื่องวัดการดูดกลืนแสง 

4. เครื่องวัดความเปนกรด-เบส 

5. เครื่อง Microtiterplate reader 

6. ตูดูดควัน 

7. ตูบมที่มีคารบอนไดออกไซด 

8. ตูปลอดเชื้อ 

Hettich Zentrifugen (Germany) 

Sientific Industries, Inc. (USA) 

BIO-TEK Instrument, Inc. (USA) 

Metter Toledo (USA) 

Titertek multiskan (Finland) 

Theera Trading co. (Thailand) 

Thermo Electron Corporation (USA) 

International Scientific Supply co.,Ltd. (Thailand)) 
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เครื่องมือและอุปกรณ แหลงที่มา 

9.  ตู -70 องศาเซลเซียส 

10. หมอนึ่งฆาเชื้อ (Autoclave) 

11. อางควบคมุอุณหภูม ิ

12. กลองจุลทรรศนชนิดหวักลับ 

13. ปมลม 

14. ชุดอิเล็กโทรฟอเรซิส 

15. ปเปตแกว 

16. ปเปตอัตโนมัต ิ

17. เข็มฉีดยาขนาด 18G และ 21G 

18. กระบอกฉดียาขนาด 1 และ 5 มิลลิลิตร 

19. ขวดเลี้ยงเซลลขนาด 10 และ 100 มิลลิลิตร 

20. ขวดเลี้ยงเซลลแบบปนกวน 

21. จานทดสอบ ELISA ชนดิ 96 หลุม 

22. จานเลี้ยงเซลลชนิด 96 หลุม 48 หลุมและ 24 หลุม 

23. จานเลี้ยงเซลล 

24. หลอดทดลอง ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 

25. หลอดปนเหวี่ยงขนาด 15 และ 50 มิลลิลิตร 

26. หลอดสําหรับแชแข็งเซลล (cryotube) 

ธเนศพฒันา (Thailand) 

Udono-RII Memmert (Japan) 

Memmert (Germany) 

Nikon (Japan) 

Iwaki (Japan) 

Bio-Rad (USA) 

HBG (Germany) 

Gilson (France) 

Nipro (Thailand) 

Nipro (Thailand) 

Nunc (Denmark) 

Techne Incorporated (USA) 

Nunc (Denmark) 

Corning Incorporated (USA) 

Corning Incorporated (USA) 

Axygen (USA) 

CLP (USA) 

Nunc (Denmark) 
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3.3 สารเคมีที่ใชในงานวจิัย 

ตารางที่ 3.3 สารเคมีที่ใชในงานวิจัย 

สารเคมี หนาที ่ แหลงที่มา 

1.   Acrylamide gel  

2.   Aminopterine 

3.   3-amino-5- 

      Morpholinomethyl- 

      2-oxazolidinone (AMOZ) 

4.   3-amino-2-oxazolidinone 

      (AOZ) 

5.   Ammonium hydroxide (NH4OH) 

6.   Ammoniumpersulfate (APS) 

7.   BCATM protein assay kit 

8.   Beta-mercaptoethanol 

9.   Bovine serum albumin (BSA) 

 

10. Brombuterol 

 

 

ใชในเทคนิค SDS-PAGE 

เตรียมอาหารคัดเลือกเซลล 

ทดสอบปฏิกิริยาขามกับ 

สารนอกกลุม 

 

ทดสอบปฏิกิริยาขามกับ 

สารนอกกลุม 

เตรียมตัวทาํละลาย TLC 

เตรียมเจลในเทคนิค SDS-PAGE 

ใชในการหาปริมาณโปรตีน 

ใชในเทคนิค SDS-PAGE 

โปรตีนมาตรฐานและใชเชื่อมตอ 

กับแร็กโทพามีน 

ทดสอบปฏิกิริยาขามกับ 

สารในกลุม  

Sigma-Aldrich (USA) 

Sigma-Aldrich (USA) 

Sigma-Aldrich (USA) 

 

 

Sigma-Aldrich (USA) 

 

Sigma-Aldrich (USA) 

Sigma-Aldrich (USA) 

Pierce (USA) 

Sigma-Aldrich (USA) 

Sigma-Aldrich (USA) 

 

Witega (Germany) 
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ตารางที่ 3.3 สารเคมีที่ใชในงานวิจัย 

สารเคมี หนาที ่ แหลงที่มา 

11. Bromchlorbuterol 

 

12. Bromophenol blue 

13. Chloramphenicol  

  

14. Cimbuterol 

 

15. Citric acid 

16. Clenbuterol 

 

17. Clenproperol 

 

18. Coomassie Brilliant blue R-250 

19. D-glucose 

20. Dichloromethane (CH2Cl2) 

21. Diethyl ether 

22. Dimethylformamide (DMF) 

ทดสอบปฏิกิริยาขามกับ 

สารในกลุม 

เตรียมตัวอยาง SDS-PAGE 

ทดสอบปฏิกิริยาขามกับ 

สารนอกกลุม 

ทดสอบปฏิกิริยาขามกับ 

สารในกลุม 

เตรียมสารละลายบัฟเฟอร 

ทดสอบปฏิกิริยาขามกับ 

สารในกลุม 

ทดสอบปฏิกิริยาขามกับ 

สารในกลุม 

ใชยอมเจล SDS-PAGE 

เตรียมอาหารเลี้ยงเซลล 

เตรียมตัวทาํละลาย TLC 

ใชสลบหนทูดลอง 

ตัวทําละลายแร็กโทพามนี 

Witega (Germany) 

 

Sigma-Aldrich (USA) 

Sigma-Aldrich (USA) 

 

Witega (Germany) 

 

Merck (Germany) 

Sigma-Aldrich (USA) 

 

Witega (Germany) 

 

Pierce (USA) 

Sigma-Aldrich (USA) 

Sigma-Aldrich (USA) 

Sigma-Aldrich (USA) 

Sigma-Aldrich (USA) 
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ตารางที่ 3.3 สารเคมีที่ใชในงานวิจัย 

สารเคมี หนาที ่ แหลงที่มา 

23. Dimethyl sulfoxide (DMSO) 

24. Dioxane 

25. di-Sodium hydrogenphosphate  

26. Fetal calf serum (FCS) 

27. Freund’s complete adjuvant  

28. Freund’s incomplete adjuvant 

29. Glycerol 

30. Glycine 

31. Hydrochloric acid (HCl) 

32. Hydrogen peroxide (H2O2) 

33. Hypoxanthine 

34. Isobutylchloroformate 

35. Isotyping kit 

 

36. Kanamycin 

 

37. L-glutamine 

เตรียมอาหารเก็บเซลล 

ตัวทําละลาย 

เตรียมสารละลายบัฟเฟอร 

เตรียมอาหารเลี้ยงเซลล 

เตรียมแอนติเจน 

เตรียมแอนติเจน 

เตรียม Sample buffer 

เตรียม Running buffer 

เตรียม Tris buffer 

เตรียมสับสเตรต 

เตรียมอาหารคัดเลือกเซลล 

เตรียมแอนติเจน 

ทดสอบไอโซไทปของ 

โมโนโคลนอลแอนติบอดี 

ทดสอบปฏิกิริยาขามกับ 

สารนอกกลุม 

เตรียมอาหารเลี้ยงเซลล 

Fluke (Switzerland) 

Sigma-Aldrich (USA) 

Merck (Germany 

Invitromax (USA) 

Sigma-Aldrich (USA) 

Sigma-Aldrich (USA) 

Merck (Germany) 

Pacific science (Thailand) 

Merck (Germany) 

Fluka (Switzerland) 

Sigma-Aldrich (USA) 

Merck (Germany) 

Sigma-Aldrich (USA) 

 

Sigma-Aldrich (USA)  

 

Sigma-Aldrich (USA) 
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ตารางที่ 3.3 สารเคมีที่ใชในงานวิจัย 

สารเคมี หนาที ่ แหลงที่มา 

38. Methanol 

39. Metronidazole (MNZ) 

 

40. Norfloxacin  

 

41. O-phenylenediamine (OPD) 

42. Ovalbumin (OVA) 

43. Penicilin G 

  

44. Peroxidase-Rabbit Anti-Mouse 

      IgG (Gamma chain Specific) 

45. Picrylsulfonic acid  

 

46. Polyethylene glycol (PEG)       

47. Pyridine 

48. Pyruvic acid 

เตรียมตัวทาํละลาย TLC 

ทดสอบปฏิกิริยาขามกับ 

สารนอกกลุม 

ทดสอบปฏิกิริยาขามกับ 

สารนอกกลุม 

เตรียมสับสเตรต 

เตรียมแอนติเจน 

ทดสอบปฏิกิริยาขามกับ 

สารนอกกลุม 

ใชในการตรวจวิเคราะหทาง 

เทคนิค ELISA 

ใชในการตรวจวัดประสิทธภิาพ 

การเชื่อมติด 

ใชในการหลอมรวมเซลล 

สารกลางในการเปลี่ยนสาร 

เตรียมอาหารเลี้ยงเซลล 

BDH (England) 

Sigma-Aldrich (USA) 

 

Sigma-Aldrich (USA) 

 

Abkem Iberia L.S. (Spain) 

Sigma-Aldrich (USA) 

Sigma-Aldrich (USA) 

 

Jackson Immuno  

Research (USA) 

Sigma-Aldrich (USA) 

 

Sigma-Aldrich (USA) 

Carlo Erba (USA) 

Sigma-Aldrich (USA)  
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ตารางที่ 3.3 สารเคมีที่ใชในงานวิจัย 

สารเคมี หนาที ่ แหลงที่มา 

49. RPMI 1640 medium 

50. Ractopamine HCl (RAC) 

 

51. Salbutamol 

 

52. Skim milk (นมพรองมนัเนย) 

 

53. Sodium bicarbonate 

     (NaHCO3) 

54. Sodium carbonate (Na2CO3) 

 

55. Sodium chloride (NaCl) 

56. Sodium dihydrogen phosphate 

      (NaH2PO4) 

57. Sodium dodecyl sulphate  

      (SDS) 

58. Sodium pyruvate 

เตรียมอาหารเลี้ยงเซลล 

ทดสอบความจําเพาะของ 

โมโนโคลนอลแอนติบอดี 

ทดสอบปฏิกิริยาขามกับ 

สารในกลุม 

ใชในการตรวจวิเคราะหทาง 

เทคนิค ELISA 

เตรียมสารละลายบัฟเฟอร 

 

เตรียมอาหารเลี้ยงเซลล 

และแอนติเจน 

เตรียมสารละลายบัฟเฟอร 

เตรียมสารละลายบัฟเฟอร 

 

เตรียมเจลในเทคนิค  

SDS-PAGE 

เตรียมอาหารเลี้ยงเซลล 

Biochrom AG (Germany) 

Sequoia Research 

Products Ltd. (UK) 

Sigma-Aldrich (USA) 

 

AnIine (Thailand) 

 

Sigma-Aldrich (USA) 

 

Merck (Germany) 

 

Merck (Germany) 

Carlo Erba (USA) 

 

Sigma-Aldrich (USA)  

 

Sigma-Aldrich (USA) 
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ตารางที่ 3.3 สารเคมีที่ใชในงานวิจัย 

สารเคมี หนาที ่ แหลงที่มา 

59. Streptomycin 

 

60. Succinic anhydride 

61. Sulfamethazine 

 

62. Sulfuric acid (H2SO4) 

63. Tetracycline hydrochloride 

 

64. N,N,N,N-Tetramethyl- 

      ethylenediamine (TEMED)  

65. Thymidine 

66. Tributylamine 

67. Tris (hydroxymethyl) 

     Aminomethane (Trizma base) 

68. Tween 20 

ทดสอบปฏิกิริยาขามกับ 

สารนอกกลุม 

เตรียมแอนติเจน 

ทดสอบปฏิกิริยาขามกับ 

สารนอกกลุม 

ใชหยุดปฏิกิริยาของเอนไซม 

ทดสอบปฏิกิริยาขามกับ 

สารนอกกลุม 

เตรียมเจลในเทคนิค SDS-PAGE 

 

เตรียมอาหารเลี้ยงเซลล 

เตรียมแอนติเจน 

เตรียมสารละลายบัฟเฟอร 

 

เตรียมสารละลายบัฟเฟอร 

Sigma-Aldrich (USA) 

 

Sigma-Aldrich (USA) 

Sigma-Aldrich (USA) 

 

Merck (Germany) 

Sigma-Aldrich (USA) 

 

Pierce (USA) 

 

Sigma-Aldrich (USA)  

Fluka (Germany) 

Sigma-Aldrich (USA) 

 

Riedel-de Haën (UK) 
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3.4 วิธกีารดําเนินงานวจิยั 

 3.4.1 การเตรียมแอนติเจนสําหรับฉีดกระตุนหนูและสําหรับทํา ELISA  
                     (U.S. Patent No. 6,274,334) 
 

  3.4.1.1 การเปลี่ยนแปลงอนุพนัธของแรก็โทพามีน 

  ทําการเปลี่ยนแปลงแร็กโทพามีนเปน ractopamine-hemisuccinate โดยนําสาร 

ractopamine HCl (RAC) ปริมาณ 34  มิลลิกรัม หรือ 0.1 มิลลิโมล มาทําปฏิกิริยากับสาร 

succinic anhydride ปริมาณ 12 มิลลิกรัม หรือ 0.1 มิลลิโมล ซึ่งละลายอยูใน pyridine ปริมาตร 

2 มิลลิลิตร กวนเบาๆ ดวยแทงแมเหล็ก ทิ้งไวขามคืนที่อุณหภูมิหอง เพื่อใหเกิดปฏิกิริยาโดย

สมบูรณ จากนั้นนําสารละลายที่ไดมาทําการกําจัด pyridine ออกโดยการระเหยดวยกาซ

ไนโตรเจน และตรวจสอบผลการเกิดผลิตภัณฑดวยวิธี Thin-layer chromatography (TLC) โดย

ใชระบบตัวทําละลายที่ประกอบดวย 85% dichloromethane (CH2Cl2) : 15% methanolic 

NH4OH (10%) จากนั้นทําการดูแถบของสาร pyridine, RAC, RAC-hemisuccinate ดวยแสง 

อุลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร นําแถบที่ไดไปคํานวณหาคา Rf สูตรการ

คํานวณหาคาดังนี้ 

  Relative mobility (Rf) =              ระยะทางที่สารเคลื่อนที่ (เซนติเมตร) 

                                                                     ระยะทางที่ตัวทําละลายเคลื่อนที่ (เซนติเมตร) 

สาร ractopamine-hemisuccinate ที่เตรียมไดจะถูกเก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

3.4.1.2 การเตรียมแอนติเจนสําหรับฉีดกระตุนหนูทดลอง 

ทําการเชื่อมตอ ractopamine-hemisuccinate กับ bovine serum albumin 

(BSA) ดังรูปที่ 3.1 โดยการนํา ractopamine-hemisuccinate ที่เตรียมไดจากขอ 3.4.1.1 มา

ละลายดวยสารละลายผสมระหวาง DMF:1,4-dioxane ในอัตราสวน 1:1 (v/v) ปริมาตร 1 

มิลลิลิตร เติมสารละลาย tributylamine ปริมาตร 6.56 ไมโครลิตร หรือ 0.0275 มิลลิโมล กวน

เบาๆ ดวยแทงกวนแมเหล็ก เปนเวลา 10 นาที บนน้ําแข็ง จากนั้นเติมสารละลาย 

isobutylchloroformate ปริมาตร 3.60 ไมโครลิตร หรือ 0.0275 มิลลิโมล กวนเบาๆ ดวยแทงกวน

แมเหล็กเปนเวลา 1 ชั่วโมงที่อุณหภูมิหอง  หลังจากนั้นทาํการเติมสารละลาย BSA ที่ละลายอยูใน 
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0.2 M โซเดียมคารบอเนตบัฟเฟอร (Sodium carbonate buffer) pH 9.0 ที่มีความเขมขน 50 

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 500 ไมโครลิตร โดยคอยๆ หยดดวยปริมาตรนอยๆ พรอมทั้งกวน

เบาๆ ดวยแทงแมเหล็กที่อุณหภูมิหอง ทิ้งใหเกิดปฏิกิริยาขามคืน จากนั้นทําการกําจัดสารขนาด

เล็กที่ไมไดเกิดปฏิกิริยาเชื่อมตอออกจากระบบ โดยการนําสารละลายที่ไดไปไดอะลิซิสเปนเวลา 3 

วัน ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นําสารละลายที่ไดไปปนเหวี่ยงที่ 10,000 รอบตอนาที                  

ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 10 นาที เพื่อแยกสารละลายสวนใสออกจากตะกอนสีขาว นําสารละลาย

สวนใสที่ไดไปหาปริมาณโปรตีนที่เชื่อมตอกับแอนติเจนดวยวิธี Bicinchoninic Acid Assay (BCA 

assay) และหาเปอรเซ็นตของการเชื่อมตอของ RAC-BSA ดวยวิธี 2,4,6-Trinitrobenzene 

sulfonic acid (TNBSA) และยืนยันผลการเชื่อมตอดวยการวิเคราะหหามวลโมเลกุลของโปรตีนที่

เปลี่ยนไปดวยวิธี Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass 

spectrometry (MALDI-TOF-MS) โดยสงตัวอยางวิเคราะหที่หนวยบริการชีวภาพ ศูนยพันธุ

วิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ (BIOTEC) จากนั้นนําสารละลายที่เตรียมไดแบงใสหลอด

เก็บที่ -20 องศาเซลเซียส เพื่อใชสําหรับฉีดกระตุนสัตวทดลองตอไป 
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                      Ractopamine-BSA (RAC-BSA) 

รูปที่ 3.1 การเชื่อมตอระหวาง RAC กับโปรตีนพาหะ BSA โดยใช isobutylchloroformate 

3.4.1.3 การเตรียมแอนติเจนสําหรับทํา ELISA  

ทําการเชื่อมตอ ractopamine-hemisuccinate กับ egg white albumin (OVA) 

เชนเดียวกับขอ 3.4.1.2 โดยความเขมขนของ OVA ที่ใชเทากับ 34 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 

500 ไมโครลิตร 
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3.4.1.4 การวัดปริมาณโปรตีนที่เชื่อมตอกับแอนติเจน 

ทําการหาปริมาณโปรตีนหลังจากการเชื่อมตอกับแร็กโทพามีนดวยวิธี 

Bichoninic acid assay (BCA assay) โดยใชชุดทดสอบ BCATM Protein Assay Kit ของบริษัท 

Pierce โดยทําการเจือจางโปรตีนมาตรฐานใหมีความเขมขน 0, 0.025, 0.125, 0.250, 0.500, 

0.750, 1.0 และ 1.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรดวย PBS และสารตัวอยางถูกเจือจางในอัตราสวนเจือ

จาง 1:10, 1:20 และ 1:40  จากนั้นเตรียม Working reagent ดวยการผสมรีเอเจนต A กับ           

รีเอเจนต B ในอัตราสวน 50:1 (v/v) แลวเติมสารละลายโปรตีนมาตรฐานและสารตัวอยางที่เจือ

จางแตละความเขมขนลงในจานทดสอบชนิด 96 หลุม หลุมละ 25 ไมโครลิตร เติม Working 

reagent ลงไปในหลุมที่มีสารมาตรฐานและสารตัวอยาง หลุมละ 200 ไมโครลิตร เขยาใหเขากัน

เบาๆ ประมาณ 30 วินาที บมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที จากนั้นนําจานทดสอบชนิด 

96 หลุมออกมาวางไวใหเย็นลงที่อุณหภูมิหองกอนนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 

562 นาโนเมตร แลวนําคาการดูดกลืนแสงที่ไดมาสรางกราฟมาตรฐาน โดยใชความสัมพันธ

ระหวางคาการดูดกลืนแสงที่ 562 นาโนเมตรกับความเขมขนของโปรตีนมาตรฐาน จากนั้นนําคา

การดูดกลืนแสงของสารตัวอยางมาเทียบกับกราฟมาตรฐานเพื่อคํานวณหาปริมาณโปรตีนของสาร

ตัวอยางที่ได 

3.4.1.5 การวัดประสิทธิภาพในการเชื่อมตอของโปรตีนพาหะกับแอนติเจน 

ทําการหาเปอรเซ็นตของการเชื่อมตอของโปรตีนพาหะกับแร็กโทพามีนดวยวิธี 

TNBSA ซึ่งเปนการวัดเปรียบเทียบจํานวนหมูอะมิโนอิสระของโปรตีนกอนและหลังการเชื่อมตอ

โดยทําการเจือจางสารละลายโปรตีนมาตรฐานและสารละลายตัวอยางดวย 0.1 โมลาร โซเดียม 

ไบคารบอเนต pH 8.5 ใหมคีวามเขมขน 0.25, 0.5 และ 1.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เติมสารละลาย

โปรตีนมาตรฐานและสารละลายตัวอยางที่เจือจางแลวปริมาตร 100 ไมโครลิตรลงในหลอดทดลอง 

จากนั้นเติมสารละลาย Picrylsulfonic acid (TNBS) ที่มีความเขมขน 0.05% (w/v) ปริมาตร 50 

ไมโครลิตร เขยาใหเขากันแลวนําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นนํา

สารละลายมาเติม SDS ที่มีความเขมขน 10% (w/v) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร และเติมกรดไฮโดร

คลอริกที่มีความเขมขน 1 นอรมอล ปริมาตร 25 ไมโครลิตร แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนที่ความ

ยาวคลื่น 335 นาโนเมตร (A335) จากนั้นนําคาที่ไดมาคํานวณหาเปอรเซ็นตของหมูเอมีนที่ใชในการ

เชื่อมติดสารจากสูตร เพื่อทําใหทราบถึงเปอรเซ็นตของการเชื่อมของโปรตีนกับแร็กโทพามีน 
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เปอรเซ็นตของหมูเอมีนที่ถูกใช  =   A335 ของโปรตีนพาหะ- A335ของโปรตีนที่เชื่อมกับแร็กโทพามีน 

                                                                              A335 ของโปรตีนพาหะ 

3.4.1.6 การหามวลโมเลกุลของ RAC-BSA  

ทําการหาอัตราสวนโมโลกุลของแร็กโทพามีนที่เชื่อมตอกับโปรตีน BSA ดวยวิธี

MALDI-TOF-MS โดยดูจากมวลโมเลกุลของ BSA ที่เพิ่มข้ึน ซึ่งแสดงวา มีแร็กโทพามีนเชือ่มตอกบั

โปรตีน BSA และนําคามวลโมเลกุลของโปรตีน BSA ที่เพิ่มข้ึนมาคํานวณหาจํานวนโมเลกุลของ

แร็กโทพามีนที่เชื่อมตอกับโปรตีน BSA 1 โมเลกลุ จากสูตร 

จํานวนโมเลกุลของแร็กโทพามีนที่เชื่อมตอ = มวลโมเลกุลของ RAC-BSA – มวลโมเลกุลของ BSA 

                                                                                       มวลโมเลกุล RAC  

3.4.2 การกระตุนระบบภูมิคุมกันของหนูทดลองใหสรางแอนติบอดีตอ RAC 

3.4.2.1 การฉีดกระตุนระบบภูมิคุมกันของหนูทดลองดวย RAC-BSA 

ทําการฉีดกระตุนระบบภูมิคุมกันของหนูทดลองสายพันธุ BALB/c เพศเมีย อายุ 

8 สัปดาหดวยแร็กโทพามีนที่ถูกเชื่อมตอกับโปรตีน BSA โดยในการฉีดกระตุนครั้งแรกจะเปนการ

ผสมแอนติเจนปริมาณ 100 ไมโครกรัม (ตอหนู 1 ตัว) กับ Freund’s complete adjuvant (FCA) 

ในอัตราสวน 1:1 (v/v) แลวฉีดเขาภายในชองทอง (intraperitoneal) ของหนู จากนั้นทําการฉีด

กระตุนอีก 3 คร้ัง ทุกๆ 2 สัปดาห โดยผสมแอนติเจนปริมาณ 100 ไมโครกรัม (ตอหนู 1 ตัว)        

กบั Freund’s incomplete adjuvant (FIA) ในอัตราสวน 1:1 (v/v) หลังจากการฉีดกระตุน 7 วัน 

ทําการเก็บเลือดหนูจากปลายหาง (tail bleeding) นําเลือดที่ไดไปแชทิ้งไวใหแข็งตัวที่อุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง แลวไปปนเหวี่ยงที่ 10000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที แยก

สารละลายสวนใสที่เปนซีรัมมาทําการทดสอบหาระดับแอนติบอดี (antibody titer) ดวยวิธี 

Indirect ELISA ตามวิธีขอ 3.4.2.2 และทดสอบวาแอนติบอดีที่ไดสามารถจับกับ RAC อิสระได

หรือไมดวยวิธี Indirect competitive ELISA โดยใช RAC-OVA ที่เตรียมไดมาเคลือบบนจาน

ทดสอบชนิด 96 หลุมสําหรับ ELISA ตามวิธีขอ 3.4.2.3 จากนั้นเลือกหนูทดลองตัวที่ใหระดับ

แอนติบอดีสูงและสามารถจับกับ RAC อิสระไดไปทําตอในขอ 3.4.3 โดยทําการฉีดกระตุนหนูคร้ัง

X 100 
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สุดทายดวย RAC-BSA ปริมาณ 100 ไมโครกรัมที่ไมมีการผสมกับ Freund’s adjuvant กอนวัน

หลอมรวมเซลล 3-4 วัน 

3.4.2.2 การหาระดับแอนติบอดี (antibody titer) ในซีรัมดวยวิธี Indirect ELISA 

ทําการเคลือบพื้นหลุมของจานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลุมดวย RAC-OVA 

และ OVA ที่มีความเขมขน 3 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 12-24 ชั่วโมง ลางดวย PBS ที่มี Tween20 (PBS-T) ที่มีความเขมขน 

0.05% (v/v) จํานวน 3 คร้ัง จากนั้นเติมสารละลายนมพรองมันเนย (skim milk) ใน PBS มีความ

เขมขน 5% (w/v) หลุมละ 300 ไมโครลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง ลางดวย 

PBS-T จํานวน 3 คร้ัง เติมสารละลายตัวอยางคือ ซีรัมจากเลือดหนูที่ถูกเจือจางดวยสารละลาย 

BSA ที่มีความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (เพื่อจับกับแอนติบอดีที่จําเพาะตอ BSA) ในอัตรา

การเจือจางตางๆ ตั้งแต 1:1000 -1:1024000 เทา หลุมละ 100 ไมโครลิตร นําไปบมที่ 37       

องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง ลางดวย PBS-T จํานวน 3 คร้ัง จากนั้นเติมแอนติบอดีทุติยภูมิ 

(goat anti-mouse IgG) ที่ถูกเชื่อมกับเอนไซม horse radish peroxidase (GAM-HRP) อัตราการ

เจือจาง 1:10000 หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง ลางดวย 

PBS-T จํานวน 3 คร้ัง เติมสารละลายสับสเตรตของเอนไซม HRP ซึ่งประกอบดวย OPD และ 

H2O2 ละลายอยูในฟอสเฟตซิเตรทบัฟเฟอร (phosphate citrate buffer)  pH 5.0 ที่มีความเขมขน 

0.15 โมลาร หลุมละ 150 ไมโครลิตร บมในที่มืดอุณหภูมิหอง เปนเวลา 10 นาที จากนั้นหยุด

ปฏิกิริยาเอนไซมโดยเติมกรดซัลฟวริกเขมขน 2.5 โมลาร หลุมละ 100 ไมโครลิตร นําจานทดสอบ

ชนิด 96 หลมุไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร ดวยเครื่อง microtiterplate 

reader 

3.4.2.3 การทดสอบความจําเพาะของแอนติบอดีในซีรัมตอแร็กโทพามีนในรูป    

อิสระดวยวิธี Indirect competitive ELISA 

นําซีรัมหนูที่ไดมาทําการตรวจสอบดูวา หนูทดลองมีการผลิตแอนติบอดีตอสาร

แร็กโทพามีนที่อยูในรูปอิสระหรือไม ถาแอนติบอดีที่อยูในซีรัมจับกับแร็กโทพามีนที่อยูในรูปอิสระ

ได จะทําใหคาการดูดกลืนแสงในการทํา indirect competitive ELISA ลดลง เนื่องจากเกิดการ

แขงขันระหวางแร็กโทพามีนในรูปอิสระและแร็กโทพามีนที่เชื่อมตอกับโปรตีนที่ยึดติดที่กนหลุม    

ทําใหปริมาณแอนติบอดีที่เหลืออยูในซีรัมไปจับกับแร็กโทพามีนกนหลุมลดลง ทําการทดสอบโดย



 

39

เตรียมแร็กโทพามีนที่มีความเขมขน 5 และ 20 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร     

ลงในจานทดสอบ ELISA ที่ถูกเคลือบดวย RAC-OVA ความเขมขน 3 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

ปริมาตร 100 ไมโครลิตรที่ผานการเติมสารละลายนมพรองมันเนยและลางดวย PBS-T แลว 

ตอจากนั้นนําซีรัมหนูที่ถูกเจือจางดวยสารละลาย BSA ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ลง

ไปในหลุมที่มีสารละลายแร็กโทพามีน แลวนําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 2 ชั่วโมง 

จากนั้นทําตามขั้นตอนในขอ 3.4.2.2 เชนเดียวกับวิธี indirect ELISA 

 3.4.3   การเตรียมและคัดเลือกเซลลไฮบริโดมาที่ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ RAC 

  3.4.3.1 การเตรียมสารสื่อในการหลอมรวมเซลล 

นาํโพลีเอทิลีนไกลคอล (polyethylene glycol; PEG) ที่มีมวลโมเลกุล 3000-

3700 ดาลตัน 5 กรัม อุนใหละลายที่อุณหภูมิประมาณ 70 องศาเซลเซียส ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

จากนั้นนําไปผสมกับอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร จะได 50%PEG (v/v) 

แบงเก็บใสหลอด หลอดละ 1 มิลลิลิตร (เตรียมโดยวิธีปลอดเชื้อ) จากนั้นนําไปเก็บที่อุณหภูมิ  4 

องศาเซลเซียส สําหรับใชงานในครั้งตอไป 

  3.4.3.2 การเตรียมเซลลมัยอีโลมา 

  นําเซลลมัยอีโลมาสายพันธุ NS-I มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ที่มี

ซีรัมจากลูกวัว (fetal calf serum; FCS) ความเขมขน 10% (v/v) โดยทําการเลี้ยงเซลลมัยอีโลมา

ใหอยูในระยะเอกซโพเนนเชียลประมาณ 7 วันกอนทําการหลอมรวมเซลล เพื่อใหไดเซลลจํานวน

มากพอสําหรับการหลอมรวมเซลล ในวันที่หลอมรวมเซลลนับเซลลที่มีชีวิตอยูใหมีจํานวนมากกวา 

107 เซลลตอมิลลิลิตร และนําเซลลมัยอีโลมามาปนดวยความเร็ว 1500 รอบตอนาที เปนเวลา 5 

นาที นําสารละลายสวนใสออกแลวเติมอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ที่มี gentamycin ความ

เขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เพื่อเตรียมนําไปหลอมรวมกับเซลลมามที่

เตรียมไว 

3.4.3.3 การเตรียมเซลลมาม 

นําหนู BALB/c ที่เลือกไดจากขอ 3.4.2.2 และ 3.4.2.3 ที่ใหระดับแอนติบอดีสูง 

และสามารถผลิตแอนติบอดีตอแร็กโทพามีนที่อยูในรูปอิสระ มาทําใหสลบดวยไดเอทิลอีเธอร 

(diethyl ether) จากนั้นทําการเจาะเลือดจากหัวใจเพื่อเก็บซีรัมไวใชตอไป และทําการเปดชองทอง



 

40

นํามามออกมาดวยวิธีปลอดเชื้อ โดยใชกรรไกรตัดสวนไขมันออกจากมาม และตัดมามใหเปนชิ้น

เล็กๆ บดใหละเอียดบนตะแกรงลวดตาถี่ โดยใชยางปลายดามของที่ดันหลอดฉีดยาขนาด 5 

มิลลิลิตร เมื่อเซลลมามละเอียดพอแลว จากนั้นนําไปปนลางในอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ที่มี 

gentamycin ความเขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 40 มิลลิลิตรดวยความเร็ว 1500 

รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที นําสารละลายสวนใสออกและเติมอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ที่มี 

gentamycin ความเขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เพื่อเตรียมนําไปหลอม

รวมกบัเซลลมามที่เตรียมไว  

3.4.3.4 การหลอมรวมเซลลมามและเซลลมัยอีโลมา (Fusion) 

นําเซลลมัยอีโลมาที่ไดจากขอ 3.4.3.2 มารวมกับเซลลมามที่เตรียมไดจากขอ 

3.4.3.3 ในอัตราสวน 3:1 ผสมใหเขากันเบาๆ แลวเติมอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ที่มี 

gentamycin ความเขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรใหไดปริมาตรเปน 30 มิลลิลิตร นําไปปน

เหวี่ยงดวยความเร็ว 1500 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที เทสารละลายสวนใสทิ้ง เขยาเบาๆให

เซลลผสมกัน เติม 50%PEG (v/v) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร (โดยกอนนําไปใชในการหลอมรวมเซลล 

นําไปบมในตูบมที่อุณหภูมิ 37  องศาเซลเซียส) ลงไปพรอมการหมุนหลอดอยางชา ๆ และควบคุม

การหยด PEG ใหหมดภายในเวลา 1 นาที จากนั้นเติมอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ที่มี 

gentamycin ความเขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 30 มิลลิลิตร แลวดูดสารละลายขึ้น

ลงเบา เพื่อใหเซลลกระจายไมจับเปนกอน กอนนําไปปนดวยความเร็ว 1500 รอบตอนาที เปนเวลา 

5 นาที เทสารละลายสวนใสออก ทําเชนนี้ซ้ําอีกครั้ง เพื่อลาง PEG ออกจากเซลล แลวนําเซลลที่

ไดมาเติมอาหารเลี้ยงเซลล HAT ที่มี FCS ความเขมขน 20% (v/v) จากนั้นปเปตสารละลายที่มี

เซลลลงในจานเลี้ยงเซลลชนิด 96 หลุม หลุมละ 200 ไมโครลิตร นําไปบมในตูบมที่มี

คารบอนไดออกไซดความเขมขน 5% ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12-14 วัน เมื่อเซลล

ไฮบริโดมาเจริญไดประมาณ 25% ของพื้นที่กนหลุม นําอาหารเลี้ยงเซลลในแตละหลุมไปทดสอบ

วามีการผลิตแอนติบอดีตอแร็กโทพามีนที่อยูในรูปอิสระหรือไมตามวิธีในขอ 3.4.3.5 

3.4.3.5 การคัดเลือกเซลลไฮบริโดมาที่สามารถผลิตแอนติบอดีตอ RAC 

ทําการคัดเลือกเซลลไฮบริโดมาที่ผลิตแอนติบอดีตอ RAC ดวยวิธี indirect 

ELISA เหมือนขอ 3.4.2.2 แตในขั้นตอนนี้เปนการเคลือบพื้นหลุมของจานทดสอบ ELISA ชนิด 96 

หลุมดวย RAC-OVA ความเขมขน 3 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร หลุมละ 50 ไมโครลิตร และเติม
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อาหารเลี้ยงเซลลที่ไดจากหลุมที่มีเซลลไฮบริโดมาเจริญอยูหลุมละ 50 ไมโครลิตร จากนั้นเมื่อได

หลุมที่ใหผลบวกในการคัดเลือกดวยวิธี indirect ELISA แลว นําอาหารเลี้ยงเซลลจากหลุมนั้นมา

ทําการคัดเลือกตอดวยวิธี indirect competitive ELISA เหมือนขอ 3.4.2.3 แตในขั้นตอนนีเ้ปนการ

เคลือบพื้นหลุมของจานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลมุดวย RAC-OVA ความเขมขน 3 ไมโครกรัม

ตอมิลลิลิตร หลุมละ 50 ไมโครลิตร และเติมอาหารเลี้ยงเซลลที่ไดจากหลุมที่มีเซลลไฮบริโดมา

เจริญอยูหลุมละ 25 ไมโครลิตรที่ผสมกับ RAC ความเขมขน 5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 25 

ไมโครลิตร เมื่อไดหลุมที่เติม RAC ท่ีอยูในรูปอิสระใหคาการดูดกลืนแสงที่ลดลง เมื่อเปรียบเทียบ

กับหลุมที่ไมเติม RAC ที่อยูในรูปอิสระ แสดงวา ในอาหารเลี้ยงเซลลที่มาจากหลุมดังกลาวมีการ

ผลิตแอนติบอดีที่สามารถจับกับ RAC ที่ในรูปอิสระได จากนั้นนําเซลลไฮบริโดมาในหลุมนั้นมาทํา

การแยกใหไดโคลนเดี่ยวดวยวิธี limiting dilution 

3.4.3.6 การแยกเซลลไฮบริโดมาใหไดโคโลนีเดี่ยวดวยวิธี limiting dilution 

นําเซลลไฮบริโดมาที่ไดจากขอ 3.4.3.5 มาทําใหไดเปนโคโลนีเดี่ยว เพื่อเปนการ

ยืนยันวาเซลลไฮบริโดมามาจากตนกําเนิดเดียวกัน โดยทําการเจือจางเซลลดวยอาหารเลี้ยงเซลล 

HT ที่มี FCS 20% กระจายเซลลใหไดเปน 1 เซลลตอหลุม เมื่อเซลลไฮบริโดมาที่ไดเจริญเปน

โคโลนีเดียวในหลุมประมาณ 25% ของพื้นที่กนหลุมแลวนําอาหารเลี้ยงเซลลมาตรวจสอบวา     

ยังสามารถผลิตแอนติบอดีตอ RAC อยูหรือไมดวยวิธี indirect ELISA และ indirect competitive 

ELISA จากนั้นนําเซลลจากหลุมที่ใหผลบวกมาทําการโคลนเซลลซ้ําอีกเปนครั้งที่ 2 และ 3 เพื่อให

เซลลที่ไดมีความเสถียรและมาจากตนกําเนิดเดียวกัน ถาเซลลไฮบริโดมายังสามารถผลิต

แอนติบอดีตอ RAC ในรูปอิสระ ทําการขยายเพิ่มจํานวนเซลลแลวนําไปแชแข็งในไนโตรเจนเหลว 

และเก็บอาหารเลี้ยงเซลลไวใชทดสอบตอไป 

3.4.3.7 การเก็บเซลลในไนโตรเจนเหลว 

นําเซลลไฮบริโดมาที่ตองการเก็บมาเล้ียงตอในอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ที่มี 

FCS ความเขมขน 10%(v/v) ใหอยูในระยะเอกซโพเนนเชียล แลวนํามาปนเหวี่ยงใหเซลล

ตกตะกอนดวยความเร็ว 1500 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที จากนั้นนําเซลลที่ตองการเก็บมาเติม

น้ํายาเก็บเซลลที่มีไดเมทิลซัลฟอกไซด (DMSO) ความเขมขน 10%(v/v) ขณะเย็นลงไปปรมิาตร 1 

มิลลิลิตร โดยใชพลาสเจอรปเปตดูดขึ้นลงเบาๆ จนเซลลเขากันไดดีกับน้ํายาเก็บเซลล กอนถาย

เซลลลงในหลอดแชแข็งสําหรับเก็บเซลล (cryotube) ขนาด 2 มิลลิลิตร และนําไปแชแข็งที่
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อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียสทิ้งไวขามคืน จากนั้นจึงยายลงไปแชในไนโตรเจนเหลวที่มีอุณหภูมิ

ประมาณ -196 องศาเซลเซียส 

3.4.3.8 การนําเซลลไฮบริโดมาที่เก็บในไนโตรเจนเหลวแลวกลับมาเลี้ยงใหม 

นําหลอดที่เก็บเซลลไฮบริโดมาออกมาจากการเก็บในไนโตรเจนเหลว มาละลายที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยทันทีที่น้ํายาเก็บเซลลในหลอดละลายหมดแลวใหถายเซลลลง

หลอดที่มีอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร นําไปปนที่ความเร็ว 1500 รอบตอ

นาที เปนเวลา 5 นาที เทอาหารเลี้ยงเซลลทิ้ง นําเซลลไฮบริโดมาไปเลี้ยงตอในอาหารเลี้ยงเซลล 

RPMI 1640 ที่มี FCS ความเขมขน 20% (v/v) ในจานเลี้ยงเซลลขนาด 10 มิลลิลิตร หลังจากนั้น

รอจนกวาเซลลไฮบริโดมาที่มีชีวิตมีปริมาณมากพอจึงทําการขยายลงจานเลี้ยงเซลลขนาด 50 

มิลลิลิตร 

3.4.4 การศึกษาลักษณะสมบัติเบื้องตนของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

3.4.4.1 การตรวจไอโซไทป 

 ทําการตรวจหาไอโซไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดดวยชุดตรวจสอบ 

isotyping kit ของบริษัท Sigma-Aldrich โดยทําการเตรียมแอนติบอดีที่จําเพาะตอไอโซไทป 

(Isotyping specific antibody) ชนิด IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3, IgA และ IgM มาเจือจางดวย 

PBS ใหมีอัตราการเจือจาง 1:1000 แลวนําไปเติมลงในจานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลุม หลุมละ 

100 ไมโครลิตร บมที่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง ลางดวย PBS-T จํานวน 3 คร้ัง         

เติมโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ตองการตรวจสอบลงในหลุม หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมที่ 37 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นนํามาลางดวย PBS-T จํานวน 3 คร้ัง เติมแอนติบอดี

ทุติยภูมิที่จําเพาะตอ mouse IgG  ที่มีเอนไซม HRP เชื่อมอยู ซึ่งจําเพาะตอ Fab  (Anti-Mouse 

IgG (Fab specific) – HRP) ที่เจือจางดวย PBS-T ใหมีอัตราการเจือจาง 1:2000 หลุมละ 100 

ไมโครลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที จากนั้นทําการลางดวย PBS-T จํานวน 3 

คร้ัง เติมสารละลายสับสเตรตของเอนไซม ซึ่งประกอบดวย OPD และ H2O2 ที่ละลายอยูใน

ฟอสเฟตซิเตรทบัฟเฟอร  pH 5.0 ที่มีความเขมขน 0.15 โมลาร หลุมละ 150 ไมโครลิตร บมในทีม่ดื

อุณหภูมิหอง เปนเวลา 10 นาที จากนั้นหยุดปฏิกิริยาเอนไซมโดยเติมกรดซัลฟวริกเขมขน 2.5     

โมลาร หลุมละ 100 ไมโครลิตร และนําจานทดสอบชนิด 96 หลุมไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความ

ยาวคลื่น 492 นาโนเมตร ดวยเครื่อง microtiterplate reader 
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 3.4.4.2 การทดสอบความไว (sensitivity)  

 ทําการทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ ไดดวยวิธี Indirect 

competitive ELISA โดยความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจะรายงานเปนคาความเขมขนของ

สารที่นอยที่สุดที่สามารถตรวจวัด (limit of detection)ไดโดยการนําคาการดูดกลืนแสงที่ไดจาก

การนําแอนติบอดีที่มีความเขมขนที่เหมาะสมมาผสมกับแร็กโทพามีนในรูปอิสระที่ความเขมขน 

10-1 – 104 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ซึ่งจะเปนการแยงจับกันระหวางแร็กโทพามีนอิสระในสารละลาย

กับแร็กโทพามีนที่เชื่อมตอกับโปรตีนที่เคลือบอยูในหลุม แลวนํามาเขียนกราฟโดยใชโปรแกรม

สําเร็จรูป GraphPad Prism 4 โดยแกน Y เปนคา %B/B0 และแกน X เปนคา log ของความเขมขน

ของแร็กโทพามีนในสารละลาย และนําคาการดูดกลืนแสงที่ไดมาคํานวณหาคาความเขมขนของ

สารที่นอยที่สุดที่สามารถตรวจวัดได (LOD) ไดจากสูตร  

LOD = B0 - 3SD  

เมื่อ B, B0 คือ คาการดูดกลืนแสงที่มีแร็กโทพามีนหรือไมมีแร็กโทพามีนตามลําดับ 

       SD    คือ คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

 โดยคา LOD ที่ไดเปนคาความเขมขนของสารที่นอยที่สุดที่สามารถตรวจวัดได ซึ่งนํามาใช

แสดงถึงความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่สามารถตรวจวัดสารได 

  3.4.4.3 การทดสอบความจําเพาะ (specificity) 

  ความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจะรายงานอยูในคาเปอรเซ็นตการ

เกิดปฏิกิริยาขามกลุม (%cross-reactivity) กับสารในกลุมและสารนอกกลุมของแร็กโทพามีนดวย

วิธี Indirect competitive ELISA โดยนําโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีความเจือจางที่เหมาะสมมา

ผสมรวมกับสารที่ตองการตรวจสอบที่มีความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ซึ่งจะเกิดการแยง

จับกันระหวางสารที่ตองการตรวจสอบในสารละลายกับสารที่เคลือบอยูในหลุม ถาสารใดใหคาการ

ดูดกลืนแสงสูงกวาครึ่งหนึ่งของคาการดูดกลืนแสงหลุมที่ไมมีสารแสดงวา คา IC50 สูงกวา 10 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร แตถาสารใดใหคาการดูดกลืนแสงต่ํากวาคร่ึงหนึ่งของคาการดูดกลืนแสง

หลุมที่ไมมีสารแสดงวา คา IC50 ต่ํากวา 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จึงนํามาทําการแปรความ

เขมขนของสารที่ตองการตรวจสอบ เพื่อหาความเขมขนตอไป โดยคา IC50 (50% of inhibition 

concentration) เปนคาความเขมขนของสารที่ตองการตรวจสอบที่ทําใหอัตราสวน % B/B0  ในการ
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ทํา Indirect competitive ELISA ลดลงครึ่งหนึ่ง ซึ่งหาไดจากคาการดูดกลืนแสงที่ไดผลจาก 

ELISA แลวนํามาคํานวณตามสูตร 

                                                          IC50   =   50% B/B0         

เมื่อ B, B0   คือ คาการดูดกลืนแสงที่มีสารที่ตองการตรวจสอบหรือไมมีสารที่ตองการตรวจสอบ 

แลวนําคา IC50 มาคํานวณหาเปอรเซ็นตปฏิกิริยาขาม (%cross-reactivity) ไดจากสูตร 

เปอรเซ็นตปฏิกิริยาขาม    =       IC50 ของแร็กโทพามีน  X 100 

                                                          IC50 ของสารที่ตองการตรวจสอบ 

3.4.5 การทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหบริสุทธิ์ 

นําเซลลไฮบริโดมาที่ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอแร็กโทพามีนจากขวดเลี้ยง

เซลลปริมาตร 100 มิลลิลิตร มาถายเซลลลงในขวดเลี้ยงเซลลแบบปนกวน (Spinner flask) ที่มี

อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ที่มี FCS ความเขมขน 10% ปริมาตร 600 มิลลิลิตร โดยปนกวน

ดวยความเร็ว 20 รอบตอนาที และบมในตูบมที่มีคารบอนไดออกไซดความเขมขน 5% ที่อุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส เล้ียงเซลล 7-10 วัน เพื่อใหเซลลไฮบริโดมาผลิตแอนติบอดีออกมาอยูในอาหาร

เล้ียงเซลลใหไดปริมาณมากที่สุด จากนั้นทําการปนแยกเซลลแลวเก็บอาหารเลี้ยงเซลล เพ่ือนํามา

แยกโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหบริสุทธิ์ดวยคอลัมนโปรตีนจีเซฟาโรส (Protein G Sepharose)   

ซึ่งเปนคอลัมนโครมาโทกราฟแบบสัมพรรคภาพ (affinity chromatography column)  

3.4.5.1 การทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหบริสุทธิ์โดยใชโปรตีนจี  

ทําการลางคอลัมนโปรตีนจีเซฟาโรสปริมาตร 5 มิลลิลิตรดวยโซเดียมฟอสเฟต

บัฟเฟอร  pH 7.0 ความเขมขน 20 มิลลิโมลาร เพื่อปรับภาวะคอลัมนใหเขาสูภาวะสมดุลโดยปรับ

อัตราการไหล (flow rate) ใหเทากับ 1 มิลลิลิตรตอนาที จากนั้นเติมอาหารเลี้ยงเซลลที่มี            

โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ตองการทําใหบริสุทธิ์ และผานการกรองดวยกระดาษกรองเบอร 2 

จากนั้นนํามาผานลงในคอลัมนดวยปริมาตร 300 มิลลิลิตร แลวทําการลางโปรตีนชนิดอื่นที่ไมจับ

กับคอลัมนดวยโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร  pH 7.0 ความเขมขน 20 มิลลิโมลาร ปริมาตร 50 

มิลลิลิตร และเก็บสารละลายที่ออกจากคอลัมนไวประมาณ 1 มิลลิลิตรโดยสารละลายนี้จะถือเปน 
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unbound fraction ทําการชะแอนติบอดีออกจากคอลัมนโดยใชไกลซีน-ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร  

pH 2.7 ความเขมขน 0.1 โมลาร และเก็บสารละลายที่ออกมาจากคอลัมนหลอดละ 1 มิลลิลิตร 

โดยหลอดเก็บสารละลายจะมีทริส-ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร  pH 9 ความเขมขน 1 โมลาร ปริมาตร 

65 ไมโครลิตรอยูภายในหลอดเก็บ เพื่อทําการปรับคาความเปนกรดดางจากสารละลายท่ีออกมา

จากคอลัมนใหเปนกลาง หลังจากนั้นลางคอลัมนดวยโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร  pH 7.0 ความ

เขมขน 20 มิลลิโมลาร แลวทําการเก็บคอลัมนโดยอยูในโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร  pH 7.0 ความ

เขมขน 20 มิลลิโมลารที่มีสารละลาย Thimerasol ความเขมขน 0.01%(v/v) จากนั้นนําสารละลาย

ในแตละหลอดมาทําการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร และนํามา

ตรวจสอบหาแอนติบอดีในแตละหลอดดวยวิธี Indirect ELISA จากนั้นนําคาการดูดกลืนแสงที่

ไดมาเขียนโครมาโทแกรม แลวเลือกหลอดเก็บสารละลายที่มีแอนติบอดีที่ตองการมารวมกันเพื่อ

นําไปไดอะไลซิสดวย PBS ที่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 วัน 

3.4.5.2 การหาปริมาณโปรตีน 

ทําการหาปริมาณโปรตีนกอนและหลังการทําใหโมโนโคลนอลแอนติบอดีบริสุทธิ์

ดวยวิธี BCA โดยทําการเจือจางโปรตีนมาตรฐานใหมีความเขมขน 0, 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0 

และ 1.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรดวย PBS และเจือจางสารตัวอยางดวยอัตราการเจือจาง 4, 8 และ 

16 เทา แลวทําการทดสอบตามขอ 3.4.1.4 

3.4.5.3 การหาปริมาณแอนติบอดีโดยการวัดคาการดูดกลืนแสง 

ทําการหาปริมาณโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังการทําใหบริสุทธิ์ตามวิธีของ 

Johnstone และ Thrope (1987) โดยนําสารละลายที่ผานการไดอะไลซิสแลวไปทําการวัดคาการ

ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร คํานวณหาปริมาณโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังการ

ทําใหบริสุทธิ์ไดจากสูตร 

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

           extinction coefficient ของ IgG 

หมายเหตุ คา extinction coefficient ของสารละลายแอนติบอดี IgG 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรที่

     ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร มีคา 1.35  
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3.4.5.3 การหาปริมาณแอนติบอดีดวยวิธี Indirect ELISA 

ทําการหาปริมาณโมโนโคลนอลแอนติบอดีกอนการทําใหบริสุทธิ์ โดยการนํา     

โมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังการทําใหบริสุทธิ์มาทําการเจือจางใหมีความเขมขน 0-100 นาโนกรัม

ตอมิลลิลิตร ทําปฏิกิริยากับแอนติเจนที่อยูในหลุมดวยวิธี Indirect ELISA และนําคาการดูดกลืน

แสงที่ไดมาสรางกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนที่ความยาวคลื่น 492 

นาโนเมตรกับความเขมขนของแอนติบอดี จากนั้นนําคาการดูดกลืนแสงของอาหารเลี้ยงเซลลที่มี

โมโนโคลนอลแอนติบอดีกอนการทําใหบริสุทธิ์มาทําการเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานที่ได     

เพื่อหาปริมาณโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่อยูในอาหารเลี้ยงเซลลกอนการทําใหบริสุทธิ์  

3.4.6 การตรวจสอบความบริสุทธิ์ของโมโนโคลนอลแอนติบอดทีี่ได 

ทําการตรวจสอบความบริสุทธิ์ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดดวยวิธี SDS-PAGE 

(SDS-Polyacrylamide Gel Electrophoresis) โดยทําการเตรียมเจลที่มีความกวางไมต่ํากวา 5 

เซนติเมตร ยาว 8 เซนติเมตร และหนา 0.75 เซนติเมตรไดจากการเตรียมสารละลาย 10% 

separating gel และเติมน้ํากลั่นลงไปเพื่อปรับผิวหนาเจลใหเรียบสม่ําเสมอ ตั้งทิ้งไวจนกวา 

separating gel เกิดการแข็งตัวอยางสมบูรณ จากนั้นทําการเทน้ํากลั่นสวนบนทิ้งแลวเติม 5% 

stacking gel ลงดานบนของ separating gel และใสหวีลงในสวน stacking gel เพื่อใชเปน

แมพิมพหลุมเจลสําหรับการใสสารละลายตัวอยาง แลวตั้งทิ้งไวจนกวา stacking gel เกิดการแข็ง

ตัวอยางสมบูรณ หลังจากนั้นนาํชุดของเจลที่เตรียมไวไปประกอบลงในเครื่องทําอิเล็กโทรฟอเรซิส 

(electrophoresis chamber) ที่มีอิเล็กโทรดบัฟเฟอร (electrode buffer) ทั้งสวนบนและสวนลาง

ของเครื่อง โดยใชไกลซีนไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอรที่มี SDS ผสมอยูเปน running buffer จากนั้นนํา

สารละลายตัวอยางที่เตรียมไดโดยมีปริมาณโปรตีน 5 มิลลิกรัม และมีปริมาตรไมเกิน 60 

ไมโครลิตรตอหลุมเจลที่ผสมกับสารละลายสียอมที่มีองคประกอบเปน beta-mercaptoethanol, 

SDS และ bromophenol blue ในอัตราสวน 1:1 (v/v) ที่ผานการนําไปตมที่ 100 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 5 นาที ทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภูมิหองเติมลงในหลุมเจล  สวนหลุมของ marker เติมลงไป

ดวยปริมาตร 2.5 ไมโครลิตร จากนั้นทําการตอข้ัวไฟฟาเขากับเครื่องจายไฟฟา (power supply) 

และเริ่มแยกโปรตีนโดยใหกระแสไฟฟาที่มีความตางศักยคงที่ 100 โวลต เปนเวลา 90 นาที จน

แถบสีของสียอมเคลื่อนไปจนเกือบถึงปลายสุดของเจลจึงทําการหยุดใหกระแสไฟฟา นําเจลที่ได

ไปยอมสีดวย coomassie blue เปนเวลา 15 นาที และลางดวยสารละลายเมธานอลที่มีกรด       

อะซิติกผสมอยู จนกวาจะสามารถมองเห็นแถบของโปรตีนไดอยางชัดเจน 



 

47

3.4.7 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังทําใหบริสุทธิ ์

นําโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังการทาํใหบริสุทธิ์แลวมาทดสอบความไวดวยวิธี 

Indirect competitive ELISA ตามขั้นตอนในขอ 3.4.4.2 
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บทที่  4 
ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 

4.1 การเตรยีมแอนติเจนสําหรบัฉีดกระตุนหนูและสําหรบัทํา ELISA 

 ในการฉีดแอนติเจนเขาสูรางกายเพื่อกระตุนใหระบบภูมิคุมกันของรางกายเกิดการ

ตอบสนองตอแอนติเจนโดยการหลั่งแอนติบอดีตอสารแอนติเจนชนิดนั้น สารที่จะเปนแอนติเจนนั้น

ตองมีขนาดโมเลกุลมากกวา 5000 กรัมตอโมล (ดาลตัน) (ไพศาล สิทธิกรกุล, 2548) จึงสามารถ

กระตุนใหเกิดการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันได เนื่องจากแร็กโทพามีนมีขนาดโมเลกุลเล็กที่

เรียกวา แฮปเทน (hapten) ซึ่งตัวมันเองไมสามารถกระตุนหนูทดลองใหเกิดการตอบสนองทาง

ภูมิคุมกันได จึงตองรวมกับสารอ่ืนเปนพาหะ (carrier) ใหมีขนาดโมเลกุลใหญพอที่จะเปน

แอนติเจนได ดังนั้นจึงทําการเชื่อมแร็กโทพามีนกับโปรตีนขนาดใหญกอนนําไปใชในการฉีดกระตุน

หนูทดลอง แตเนื่องจากแร็กโทพามีนมีโครงสรางที่ไมพรอมจับกับโครงสรางของโปรตีนพาหะ 

ดังนั้นจึงตองเปลี่ยนแปลงอนุพันธของแร็กโทพามีนใหมีโครงสรางพรอมที่จะจับกับโปรตีนกอน   

โดยทําตามขั้นตอนตอไปนี้ 

 4.1.1 การเปลี่ยนแปลงอนุพันธุของแร็กโทพามีน 

 เนื่องจากการเชื่อมตอ RAC กับโปรตีนพาหะ เพื่อเกิดพันธะเพปไทดระหวางโมเลกุลทั้ง

สองนั้นเปนการเกิดพันธะเคมีของสารที่มีหมูคารบอกซิลิกกับสารที่หมูเอมีน ดังนั้นเพื่อใหเกิดการ

เชื่อมตอระหวาง RAC กับโปรตีนพาหะ จึงทําการเปลี่ยนแปลงอนุพันธุของ ractopamine HCl 

(RAC) ที่มีมวลโมเลกุล 337.85 กรัมตอโมลเปน ractopamine-hemisuccinate โดยใช succinic 

anhydride เปนสารที่เติมหมูคารบอกซิลิก (-COOH) ใหแก RAC ตรงบริเวณหมูไฮดรอกซิล (-OH) 

ไดเปน ractopamine-hemisuccinate ที่มีมวลโมเลกุลเพิ่มข้ึนเปน 437.92 กรัมตอโมล               

ดังแสดงใน รูปที่ 4.1 
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                                                       ⋅  HCl              +                                             

                        Ractopamine HCl (RAC)                               Succinic anhydride 

                                            OH

OH

NH

CH3

O

O

OH

O

 

                                                           Ractopamine-hemisuccinate 

รูปที่ 4.1 แผนภูมิของการเปลี่ยนแปลงอนพุันธุของ RAC เปน Ractopamine-hemisuccinate 

 จากนั้นทําการตรวจสอบปฎิกิริยาที่เกิดขึ้นโดยนําสารตั้งตนและผลิตภัณฑที่ไดมาทดสอบ

ดวยวิธี Thin-layer chromatography พบวา ในชองที่ 1 แสดงใหเห็นจุดของ RAC ซึ่งมีคา Rf 

เทากับ 0.68 สวนชองที่ 4 และ 5 แสดงจุดของสารละลายผสมตัวอยางหลังทําปฏิกิริยากอนทําการ

กําจัด pyridine ออกจากระบบ ซึ่งสารละลายผสมตัวอยางที่ไดจากทั้งสองชองจะมีคา Rf เทากับ 

0.08 สวนชองที่ 6 แสดงจุดของสารละลายผสมตัวอยางหลังทําปฏิกิริยาและกําจัด pyridine ออก

โดยใชกาซไนโตรเจน มีคา Rf เทากับ 0.08 เชนเดียวกัน ดังนั้นเมื่อนําคา Rf ที่ไดจากชองทั้งสี่มาทํา

การเปรียบเทียบ พบวา ในชองที่ 4, 5 และ 6 มีจุดของผลิตภัณฑเกิดขึ้นและไมตรงกับจุดของสาร

ตั้งตน คาดวาจุดที่เกิดขึ้นเปน ractopamine-hemisuccinate แตเนื่องจากปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นนั้น

อาจเกิดอยางไมสมบูรณ จึงยังคงพบจุดของแร็กโทพามีนที่เปนสารตั้งตนอยูบางเล็กนอยเปนจุด

จางๆ บนชองทั้งสอง ดังแสดงในรูปที่ 4.2 
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 รูปที่ 4.2 แผนทนิเลเยอรโครมาโทกราฟที่แสดงผลของการเปลี่ยนแปลงอนพุันธุของ RAC เปน     

ractopamine-hemisuccinate เมื่อสองดดูวยแสงอุลตราไวโอเลตที ่254 นาโนเมตร 

 4.1.2 การเตรียมแอนติเจนสําหรับฉีดกระตุนหนูทดลอง 

 ในการเตรียมแอนติเจนสําหรับฉีดกระตุนระบบภูมิคุมกันของหนูทดลองนั้นเปนการเตรียม

โดยการนํา ractopamine-hemisuccinate มาทําการเชื่อมตอกับโปรตีน BSA โดยมีสารตัวกลาง

ในการทําใหเกดิปฏิกิริยาเปนสาร isobutylchloroformate ซึ่งเปนตัวชวยทําใหเกิดพันธะเพปไทด

ขึ้นระหวาง ractopamine-hemisuccinate กับโปรตีน BSA จากนั้นทําการวัดปริมาณโปรตีนที่

เชื่อมตอกับ RAC ดวยวิธี BCA ดังตารางที่ 4.1 และนําคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 562 

นาโนเมตร มาทําการเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของ BSA (ตารางที่ ก.1 และรูปที่ ก.1, 

ภาคผนวก ก) จากผลการทดลองพบวา RAC-BSA มีความเขมขนเทากับ 2.55 มิลลิกรัมตอ

มิลลิลิตร 

  

 

 

  1    2    3   4    5   6 

Lane 1      =  Ractopamine 

Lane 2      =  Succinic anhydride 

Lane 3      =  Pyridine 

Lane 4, 5  =  Ractopamine-hemisuccinate 

                     (กอนกาํจัด pyridine ออก) 

Lane 6      =  Ractopamine-hemisuccinate 

                     (หลังกาํจัด pyridine ออก) 
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      ตารางที่ 4.1 คาความเขมขนของโปรตีน RAC-BSA โดยการวิเคราะหดวยวิธี BCA 

 

 เมื่อทราบความเขมขนของ RAC-BSA โดยเฉลี่ยเทากับ 2.55 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

จากนั้นนํามาตรวจสอบประสิทธิภาพการเชื่อมตอของโปรตีน BSA กับแร็กโทพามีน โดยนํา    

RAC-BSA มาทําการหาเปอรเซ็นตการเชื่อมตอของหมูเอมีนของโปรตีน BSA ที่ถูกนําไปใชในการ

เชื่อมตอกับ RAC ดวยวิธี TNBSA พบวาหมูเอมีนของโปรตีน BSA ที่ถูกนําไปใชในการเชื่อมตอกับ 

RAC คิดเปน 36.3 เปอรเซ็นต ดังตารางที่ 4.2 

ตารางที่ 4.2 คาเปอรเซ็นตของการเชื่อมตอของ BSA กับ RAC ดวยวิธี TNBSA 

 

อัตราการเจือจาง A562 ความเขมขนของโปรตีน (mg/ml) 

1:10 

1:20 

1:40 

0.266 

0.144 

0.067 

2.48 

2.68 

2.50 

ความเขมขนโปรตีนเฉลี่ย 2.55 

ความเขมขนโปรตีน 

(mg/ml) 

A335 ของ BSA A335 ของ RAC-BSA คาเปอรเซ็นตการเชื่อมตอ 

1.00 

0.50 

0.25 

1.634 

1.108 

0.797 

0.955 

0.745 

0.521 

41.5 

32.7 

34.6 

คาเปอรเซ็นตเฉลี่ยการเชื่อมตอของ RAC-BSA 36.3 
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 จากนั้นทําการยืนยันผลการเชื่อมตอของ RAC-BSA โดยหามวลโมเลกุลของ BSA และ

RAC-BSA ดวย MALDI-TOF-MS ไดโครมาโทแกรมดังรูปที่ 4.3 พบวา BSA มีมวลโมเลกุลเทากับ 

67,020.63 ดาลตัน และ RAC-BSA มีมวลโมเลกุลเทากับ 69,422.71 ดาลตัน เมื่อนําคามวล

โมเลกุลของโปรตีนทั้งสองมาวิเคราะหเปรียบเทียบจะเห็นไดวา มวลโมเลกุลของโปรตีน RAC-BSA 

ที่เตรียมไดมมีวลโมเลกุลเพิ่มข้ึนเทากับ 2,402.08 ดาลตัน สามารถคํานวณเปนอัตราสวนโมเลกุล

ของ RAC ที่เชื่อมตอกับโปรตีนพาหะ BSA เทากับ 8:1 (โดยมวลโมเลกุลของ RAC มีคาเทากับ 

301.38 ดาลตัน)  

          
                                         BSA                                                        RAC-BSA 

รูปที่ 4.3  โครมาโทแกรมของมวลโมเลกุลของ BSA และ RAC-BSA ดวยวิธ ีMALDI-TOF-MS 

 4.1.3 การเตรียมแอนติเจนสําหรับทํา ELISA 

 ในการเตรียมแอนติเจนที่นํามาใชในการเคลือบบนกนหลุมของจานทดสอบ ELISA ชนิด 

96 หลุมนั้นเปนการเตรียมโดยการนํา ractopamine-hemisuccinate มาทําการเชื่อมตอกับ OVA 

โดยมีสารตัวกลางในการทําใหเกิดปฏิกิริยาเปนสาร isobutylchloroformate ในขั้นตอนของการ

เกิดปฏิกิริยาเชื่อมตอระหวางโปรตีนพาหะ OVA กับ RAC เหมือนขั้นตอนของการเกิดปฏิกิริยาการ

เชื่อมตอระหวางโปรตีนพาหะ BSA กับ RAC จากนั้นทําการวัดปริมาณโปรตีนที่เชื่อมตอกับ RAC 

ดวยวิธี BCA และนําคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 562 นาโนเมตรที่ได มาทําการ

67020.63 69422.71 



 

53

เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของ OVA (ตารางที่ ก.2 และรูปที่ ก.2, ภาคผนวก ก) จากผลการ

ทดลองพบวา RAC-OVA มีความเขมขนเทากับ 0.96 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ดังตารางที่ 4.3 

       ตารางที่ 4.3 คาความเขมขนของโปรตีน RAC-OVA ดวยวิธี BCA 

 

เมื่อไดความเขมขนของ RAC-OVA โดยเฉลี่ยเทากับ 0.96 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร จากนั้น

นํามาตรวจสอบประสิทธิภาพการเชื่อมตอของโปรตีนพาหะกับแร็กโทพามีน โดยนํา RAC-OVA  

มาทําการหาโมเลกุลของหมูเอมีนของโปรตีน OVA ที่ถูกนําไปใชในการเชื่อมตอกับ RAC ดวยวิธี 

TNBSA พบวาหมูเอมีนของโปรตีน OVA ที่ถูกนําไปใชในการเชื่อมตอกับ RAC คิดเปน 42.29 

เปอรเซ็นต ดังตารางที่ 4.4 

   ตารางที่ 4.4 คาเปอรเซ็นตของการเชื่อมตอของโปรตีน OVA กับ RAC โดยวิธี TNBSA 

 

อัตราการเจือจาง A562 ความเขมขนของโปรตีน (mg/ml) 

- 

1:2 

1:4 

1.072 

0.617 

0.420 

1.04 

0.92 

0.92 

ความเขมขนโปรตีนเฉลี่ย 0.96 

ความเขมขนโปรตีน

(mg/ml) 

A335 ของ OVA A335 ของ RAC-OVA คาเปอรเซ็นตการเชื่อมตอ 

0.50 

0.25 

1.806 

1.684 

1.071 

0.945 

40.69 

43.88 

คาเปอรเซ็นตเฉลี่ยการเชื่อมตอของ RAC-OVA 42.29 
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 จากผลการทดลองในการเชื่อมตอระหวาง RAC และโปรตีนพาหะ (BSA หรือ OVA) 

พบวา  เมื่อนําความเขมขนของ RAC-BSA และ RAC-OVA มาคํานวณหาปริมาณโปรตีนทั้งหมด

ที่ไดของ RAC-BSA และ RAC-OVA มีคา 5.1 และ 1.92 มิลลิกรัม ตามลําดับ เมื่อนําคาที่ไดมา

เปรียบเทียบกับปริมาณ BSA และ OVA ตั้งตนที่ใชในการเชื่อมตอมีคาเทากับ 25 และ 17 

มิลลิกรัม ตามลําดับ จะเห็นวา มีการสูญเสียโปรตีนไปจํานวนมากที่ไมสามารถนํามาฉีดกระตุนหนู

ทดลองและทําการทดสอบวิธี ELISA ทั้งนี้เนื่องมาจากมีการเกิดตะกอนขาวขุนของโปรตีนพาหะ

ข้ึนระหวางการเกิดปฏิกิริยาการเชื่อมตอระหวางโปรตีนพาหะและ ractopamine-hemisuccinate 

จึงนําไปปนแยกตะกอนแลวสารละลายสวนใสมาทําการฉีดกระตุนหนูหรือทดสอบวิธ ีELISA  

 
 4.2 การกระตุนระบบภูมิคุมกันของหนูทดลองใหสรางแอนติบอดีตอ RAC   

 หลังจากการฉีดกระตุนครั้งที่ 4 ในหนูทดลองสายพันธุ BALB/c จํานวน 3 ตัวดวย

แอนติเจน RAC-BSA เพื่อใหหนูทดลองผลิตแอนติบอดีตอ RAC นําสวนที่เปนซีรัมของหนูทดลอง

ทั้งสามมาทําการหาระดับแอนติบอดี (antibody titer) ดวยวิธี indirect ELISA และทําการทดสอบ

วาแอนติบอดีในซีรัมที่ไดจากหนูทดลองสามารถจับกับ RAC ที่อยูในรูปอิสระไดหรือไมดวยวิธี 

indirect competitive ELISA กอนนําไปหลอมรวมเซลลเพื่อผลิตเซลลไฮบริโดมาตอไป 

4.2.1 การหาระดับแอนติบอดี (antibody titer) ในซีรัมที่ไดจากหนูทดลอง 

  จากการนําซีรัมมาทดสอบหาระดับแอนติบอดีดวยวิธี indirect ELISA โดยใชโปรตีน         

RAC-OVA ความเขมขน 3 ไมโครกรัมตอมิลลิลติร เปนแอนติเจนในการเคลือบบนกนหลุมของจาน

ทดสอบ ELISA โดยเลือกระดับแอนติบอดีที่ระดับความเจือจางต่ําสุดที่ใหคาการดูดกลืนแสงที่

ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตรม ีคาประมาณ 0.2 หรือสูงกวา (ประมาณ 2 เทาของคาการดูดกลืน

แสงของตัวควบคุมลบ) และพบวา หนูทดลองทั้งสามใหระดับแอนติบอดีอยูที่ระดับการเจือจาง 

1:64000, 1:512000, 1:128000 ตามลําดับ ดังตารางที่ 4.5 
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ตารางที่ 4.5 ระดับแอนติบอดีในซีรัมที่ไดจากหนูทดลองดวยวิธี indirect ELISA 

A492 
ระดับการเจือจาง 

ของซีรัม 
ซีรัมหนกูอนฉดีกระตุน หนูตวัที ่1 หนูตวัที ่2 หนูตวัที ่3 

1:1000 

1:2000 

1:4000 

1:8000 

1:16000 

1:32000 

1:64000 

1:128000 

1:256000 

1:512000 

1:1024000 

 

0.089 

0.073 

0.057 

0.060 

0.066 

0.056 

0.080 

0.066 

0.054 

0.042 

0.053 

2.601 

2.440 

2.037 

1.638 

1.195 

0.697 

0.394* 

0.176 

0.085 

0.044 

0.054 

2.515 

2.707 

2.531 

2.398 

2.058 

1.648 

1.066 

0.657 

0.424 

0.227* 

0.119 

 

2.508 

2.561 

2.386 

2.086 

1.653 

1.097 

0.671 

0.368* 

0.137 

0.062 

0.044 

 

หมายเหตุ   เครื่องหมาย * แสดงคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตรที่มีคานอย

ที่สุดที่ยอมรับได (โดยมีคาประมาณ 0.2 หรือสูงกวา)  

 

   เมื่อนําผลทดสอบการทําปฏิกิริยาของแอนติบอดีในซีรัมของหนูกับ RAC-OVA มา

เปรียบเทียบกับโปรตีน OVA ดวยวิธี indirect ELISA (ตารางที่ ก.3, ก.4 และ ก.5, ภาคผนวก ก) 
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พบวา ในซีรัมของหนูทดลองตัวที่ 2 จะมีแอนติบอดีที่ทําปฏิกิริยากับโปรตีน OVA เพียงเล็กนอย 

สวนแอนติบอดีในซีรัมของหนูตัวที่ 1 และ 3 ไมมีการทําปฏิกิริยากับโปรตีน OVA จึงสามารถสรุป

ไดวา แอนติบอดีในซีรัมของหนูสามารถจับกับแอนติเจน RAC-OVA ไดสูง และสามารถจับกับ 

OVA เพียงเล็กนอย แสดงใหเห็นวา แอนติบอดีที่หนูทดลองผลิตขึ้นนี้นาจะสามารถจับกับ RAC ได 

ซึ่งจะทําการยืนยันโดยนําซีรัมมาทดสอบดวยวิธี indirect competitive ELISA ตอไปในขอ 4.2.2 

ดังรูปที่ 4.4 
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รูปที่ 4.4  ผลการทดสอบระดับแอนติบอดีดวยวิธ ีindirect ELISA ของซีรัมจากหนทูดลองที่ระดับ

ความเจือจางตางๆ โดยใชสาร RAC-OVA และ OVA เคลือบกนหลุม  

หนูตัวท่ี 2 (1:512000) 

หนูตัวท่ี 1 (1:64000) 

หนูตัวท่ี 3 (1:128000) 
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     4.2.2 การทดสอบความจาํเพาะของแอนติบอดีในซีรัมตอ RAC ในรปูอิสระ 

 จากผลการทดสอบหาระดับแอนติบอดีในซีรัมหนูทดลองพบวา หนูทดลองทั้งสามตัวให

ระดับแอนติบอดีสูงเพียงพอที่จะนํามาทําการหลอมรวมเซลลเพื่อผลิตเซลลไฮบริโดมาตอไปได 

ดังนั้นจึงทําการทดสอบความจําเพาะของแอนติบอดีในซีรัมหนูตอ RAC ในรูปอิสระดวยวิธี 

indirect competitive ELISA เพื่อยืนยันวาหนูทดลองนั้นมีการผลิตแอนติบอดีที่สามารถจับกับ 

RAC ในรูปอิสระได ดังแสดงในตารางที่ 4.6 

ตารางที่ 4.6  การทดสอบความสามารถในการจับกับ RAC ในรูปอิสระของแอนติบอดีในซีรัมหนู

ดวยวิธี indirect competitive ELISA 

A492 ซีรัมหนทูดลอง 

(ความเจือจาง) 
ไมเติม 

RAC 

20 μg/ml 

RAC 

5 μg/ml 

RAC 

5 μg/ml  

BSA 

5 μg/ml 

OVA 

หนูตวัที ่1 

(1:32000) 

หนูตวัที ่2 

(1:128000) 

หนูตวัที ่3 

(1:64000) 

0.872 

 

0.725 

 

0.767 

0.266 

 

0.557 

 

0.202 

0.296 

 

0.580 

 

0.208 

0.883 

 

0.645 

 

0.770 

0.842 

 

0.633 

 

0.760 

 

 

 นําผลที่ไดมาคํานวณหาเปอรเซ็นตคาการดูดกลืนแสงที่ลดลง เมื่อเติมสาร RAC ในรูป

อิสระดังแสดงในตารางที่ 4.7 พบวา เมื่อใช RAC ในรูปอิสระความเขมขน 20 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร หนูตัวที่ 1, 2 และ 3 ใหคาเปอรเซ็นตการดูดกลืนแสงที่ลดลงเทากับ 69.50%, 23.17% 

และ 73.66 %ตามลําดับ สวนเมื่อใช RAC ในรูปอิสระความเขมขน 5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร      

หนูตัวที่ 1, 2 และ 3 ใหคาเปอรเซ็นตการดูดกลืนแสงที่ลดลงเทากับ 66.06%, 20.00% และ 
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72.88% ตามลําดับ และเมื่อใชตัวแขงขันเปนโปรตีน BSA และ OVA ความเขมขน 5 ไมโครกรัม

ตอมิลลิลิตร ทําใหคาการดูดกลืนแสงลดลงเพียงเล็กนอย ดังนั้นแสดงใหเห็นวา หนูทั้งสามตวัมกีาร

ผลิตแอนติบอดีที่สามารถจับกับ RAC ในรูปอิสระได จึงเหมาะสมที่จะนํามาทําการหลอมรวมเซลล

เพื่อผลิตเซลลไฮบริโดมาที่สามารถผลิตแอนติบอดีตอ RAC อิสระ  

ตารางที่ 4.7  คาเปอรเซ็นตการดูดกลืนแสงที่ลดลง เมื่อเติม RAC ในรูปอิสระของแอนติบอดีใน

ซีรัมหนูดวยวิธี indirect competitive ELISA 

%A492 ที่ลดลงเมื่อเติม RAC 
ซีรัมหนทูดลอง อัตราการเจือจาง 

20 μg/ml RAC 5 μg/ml RAC 

หนูตวัที ่1 

หนูตวัที ่2 

หนูตวัที ่3 

1:32000 

1:128000 

1:64000 

69.50 

23.17 

73.66 

66.06 

20.00 

72.88 

 

4.3 การคัดเลือกเซลลไฮบริโดมาที่สามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ RAC 

 จากการทดสอบแอนติบอดีในซีรัมหนูเพื่อตรวจสอบกอนนํามาหลอมรวมเซลลพบวา หนูที่

ไดรับการฉีดกระตุนดวยแอนติเจน RAC-BSA นั้นสามารถผลิตแอนติบอดีตอ RAC ในรูปอิสระได 

ดังนั้นจึงนําหนูตัวที่ 3 และหนูตัวที่ 1 มาทําการหลอมรวมเซลลระหวางเซลลมามของหนูกับเซลล

ไมอีโลมาสายพันธุ NSI คร้ังที่ 1 และครั้งที่ 2 ตามลําดับ สวนหนูทดลองตัวที่ 2 นั้นไมไดนํามาทํา

การหลอมรวมเซลลเนื่องจากหนูทดลองไดเสียชีวิตกอนการนํามาหลอมรวมเซลล โดยหลังจากทํา

การหลอมรวมเซลลประมาณ 12-14 วันทําการตรวจหาเซลลไฮบริโดมาในแตละหลุมของจานเลี้ยง

เซลลชนิด 96 หลุมดวยการสองกลองจลุทรรศนชนิดหัวกลับ เมื่อพบหลุมที่มีเซลลไฮบริโดมาขึ้น 

ทําการเก็บอาหารเลี้ยงเซลลในหลุมนั้นมาทําการทดสอบเพื่อคัดเลือกเซลลไฮบริโดมาที่สามารถ

ผลิตแอนติบอดีตอสารแร็กโทพามีนอิสระดวยวิธี indirect ELISA และ indirect competitive 

ELISA โดยผลการหลอมรวมเซลลทั้ง 2 คร้ัง พบวา การหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 1 หลังจากทําการ

ยายโคลนที่ผานการคัดเลือกเซลลดวยวิธี indirect competitive ELISA ลงในจานเลี้ยงเซลลชนิด 

48 หลุมและทําการคัดเลือกเซลลไฮบริโดมาที่สามารถสรางแอนติบอดีตอ RAC ในรูปอิสระอีกครั้ง
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ดวยวิธี indirect competitive ELISA พบวา มีเซลลไฮบริโดมาจํานวนหลายหลุมไมสามารถมีชีวิต

อยูรอดไดหลังจากการถายเซลลไปเล้ียงตอในจานเลี้ยงเซลลชนิด 48 หลุม สวนเซลลไฮบริโดมาที่

สามารถเจริญไดหลังถายเซลลลงในจานเลี้ยงเซลลชนิด 48 หลุม จะไมสามารถผลิตแอนติบอดีตอ

แร็กโทพามีนที่อยูในรูปอิสระ เนื่องจากเซลลไฮบริโดมาที่ไดมีความไมคงตัว ดังนั้นจึงทําใหเซลล

ไฮบริโดมาบางสวนไมสามารถมีชีวิตอยูรอด สวนเซลลไฮบริโดมากลุมที่มีชีวิต อาจเกิดการกําจัด

ยีนที่เกี่ยวของกับการผลิตแอนติบอดีตอ RAC ในรูปอิสระออกจากดีเอ็นเอของเซลล  ทําใหสูญเสีย

คุณสมบัติในการสรางแอนติบอดีตอ RAC ดังแสดงในตารางที่ 4.8 

สวนการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 2 หลังผานการคัดเลือกเซลลดวยวิธี indirect competitive 

ELISA ดังแสดงในตารางที่ 4.8 จะไดเซลลไฮบริโดมาที่สามารถผลิตแอนติบอดีตอ RAC ในรูป

อิสระจํานวน 47 โคลน จึงทําการถายเซลลไฮบริโดมาที่สามารถผลิตแอนติบอดีตอแร็กโทพามีนใน

รูปอิสระลงในจานเลี้ยงเซลลชนิด 48 หลุม และทําการคัดเลือกเซลลไฮบริโดมาที่สามารถ         

ผลิตแอนติบอดีตอ RAC ในรูปอิสระดวยวิธี indirect competitive ELISA อีกครั้ง พบวา                      

มีเซลลไฮบริโดมาที่สามารถผลิตแอนติบอดีตอ RAC ในรูปอิสระจํานวน 5 โคลนแลวนําเซลลที่ได

ในแตละหลุมมาทําการแยกเซลลเดี่ยวดวยวิธี limiting dilution เพื่อเปนการยืนยันวา              

เซลลไฮบริโดมาที่ไดในแตละโคลนมาจากตนกําเนิดเดียวกันและยังคงสามารถผลิตแอนติบอดีตอ 

RAC ในรูปอิสระได และไดทําการกําหนดรหัสของเซลลไฮบริโดมาที่ไดจํานวน 5 โคลนคือ 2H3, 

3A6, 4B12, 10A4 และ 10G3 จากนั้นนําเซลลไฮบริโดมาแตละโคลนมาทําการเพิ่มจํานวนเซลล 

เพื่อนําเซลลไปเก็บรักษาไวในไนโตรเจนเหลว และเก็บอาหารเลี้ยงเซลลในแตละโคลนที่ไดมาทํา

การตรวจสอบคุณลักษณะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอไป ดังแสดงในตารางที่ 4.9 

ตารางที่ 4.8 ผลการหลอมรวมเซลลมามกับเซลลไมอีโลมาเพื่อใหไดเซลลไฮบริโดมาที่ผลิต         

โมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ RAC ในรูปอิสระ 

คร้ังที ่ หนูตวัที ่ ระดับแอนติบอดี

กอนหลอมรวม 

เซลล   

ไฮบริโดมา

ที่เจริญ 

จํานวนหลุม 

ที่ผลิต

แอนติบอดี 

จํานวนหลุมที่

ผลิตแอนติบอดี

ตอ RAC อิสระ 

จํานวน

โคลน  

ที่ได 

1 

2 

3 

1 

1:128000 

1:64000 

284 

454 

85 

150 

28 

47 

0 

5 
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ตารางที่ 4.9 ผลการคัดเลือกเซลลไฮบริโดมาจากการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 2 ที่ผลิตแอนติบอดีตอ 

RAC ในรูปอิสระดวยวิธี indirect competitive ELISA  

A492 
รหัสโคลน 

ไมเติม RAC 5 μg/ml RAC 

2H3 

3A6 

4B12 

10A4 

10G3 

0.870 

1.534 

1.534 

0.665 

1.186 

0.107 

0.227 

0.129 

0.053 

0.487 

 

4.4 การศึกษาลักษณะสมบัติเบ้ืองตนของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ได 

 4.4.1 การตรวจสอบไอโซไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ได 

 จากการตรวจสอบไอโซไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจากเซลลไฮบริโดมาทั้ง 5 

โคลนโดยชุดตรวจสอบ isotyping kit ของบริษัท Sigma-Aldrich พบวา โมโนโคลนอลแอนติบอดี

จากเซลลไฮบริโดมาทั้ง 5 โคลน มีไอโซไทปเปนชนิด IgG1 ดังแสดงในตารางที่ 4.10 
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ตารางที่ 4.10  ผลการตรวจสอบไอโซไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจากเซลลไฮบริโดมาทั้ง         

5 โคลน โดยชุดตรวจสอบ isotyping kit 

A492 
รหัสโคลน 

IgG1 IgG2a IgG2b IgG3 IgM IgA 

2H3 

3A6 

4B12 

10A4 

10G3 

1.617* 

1.295* 

1.385* 

1.346* 

1.339* 

0.268 

0.086 

0.246 

0.091 

0.177 

0.688 

0.116 

0.607 

0.136 

0.303 

0.771 

0.202 

0.869 

0.352 

0.302 

0.697 

0.152 

0.572 

0.180 

0.254 

0.245 

0.064 

0.230 

0.070 

0.140 

ตัวควบคุมบวก IgG3 0.523 1.317 1.096 2.546* 1.357 0.115 

 

หมายเหตุ   เครื่องหมาย * แสดงคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตรที่ใหผลบวก 

4.4.2 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดตอ RAC 

เนื่องจากแอนติเจน RAC-OVA ที่ใชเคลือบกนหลุมของจานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลุม

พบปญหาในขั้นตอนการเก็บรักษา โดยเมื่อนํา RAC-OVA ที่แบงเก็บไวในที่อุณหภูมิ -20 องศา

เซลเซียสประมาณ 3 เดือนมาทําการเคลือบกนหลุมในการทดสอบดวยวิธี ELISA พบวา 

ประสิทธิภาพของแอนติเจน RAC-OVA ลดลงมากจนไมสามารถนํามาใชในการทดสอบดวยวิธี 

ELISA ได ดังนั้นในขั้นตอนงานวิจัยตอไปจึงทําการเปรียบเทียบระหวางการใชแอนติเจน       

RAC-BSA และ RAC-OVA ในการเคลือบบนกนหลุมของจานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลุม เพื่อ

ทดสอบวา สามารถใชแอนติเจน RAC-BSA แทนการเคลือบดวยแอนติเจน RAC-OVA บนกนหลุม

ของจานทดสอบ ELISA ไดหรือไม อยางไรก็ตาม ในการทดสอบความไวของโมโนโคลนอล

แอนติบอดีนั้นตองทําการหาระดับความเจือจางที่เหมาะสมในการทํา indirect ELISA เนื่องจากใน

แตละโคลนมีความสามารถในการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่แตกตางกัน จึงทําใหความ

เขมขนของแอนติบอดีที่อยูในสารละลายแตกตางกัน จึงจําเปนที่ตองหาระดับความเจือจางที่
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เหมาะสมกับแอนติเจนที่ใชเคลือบกนหลุมกอนนําไปทดสอบในขั้นตอไป  ในการหาระดับความเจือ

จางที่เหมาะสมในการทํา indirect ELISA จะทําการเลือกคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 

นาโนเมตรประมาณ 0.8-1 ในจานทดสอบ 96 หลุมที่เคลือบดวยแอนติเจน พบวา แตละโคลนตอง

ใชการเจือจางที่แตกตางกันตั้งแต 1:5, 1:10 และ 1:20 ดังแสดงในตารางที่ 4.11 โดยแอนติเจนที่

ใชเคลือบกนหลุมเปน RAC-OVA เและดังแสดงในตารางที่ 4.12 โดยมีแอนติเจนที่ใชเคลือบกน

หลุมเปน RAC-BSA   

ตารางที่ 4.11  ระดับความเจือจางที่เหมาะสมของโมโนโคลนอลแอนติบอดี สําหรับวิธี indirect 

ELISA ที่ใชแอนติเจน RAC-OVA ความเขมขน 10 μg/ml เคลือบกนหลุม 

A492 ระดับการเจือจาง

ของแอนติบอดี 2H3 3A6 4B12 10A4 10G3 

- 

1:5 

1:10 

1:20 

1:40 

1:80 

1:160 

1:320 

1:640 

1.099 

0.960 

0.999* 

0.952 

0.413 

0.339 

0.279 

0.201 

0.162 

1.021 

0.877 

0.894* 

0.897 

0.351 

0.365 

0.294 

0.234 

0.199 

1.185 

1.086 

1.015 

1.131* 

0.585 

0.521 

0.448 

0.333 

0.236 

1.345 

1.136 

1.155 

1.227* 

0.646 

0.585 

0.470 

0.319 

0.218 

1.083 

0.871* 

0.790 

0.786 

0.213 

0.213 

0.206 

0.176 

0.173 

 

หมายเหตุ  เครื่องหมาย * แสดงคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตรที่ใหคาการ

ดูดกลืนแสงประมาณ 1  
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ตารางที่ 4.12 ระดับความเจือจางที่เหมาะสมของโมโนโคลนอลแอนติบอดี สําหรับวิธี indirect 

ELISA   ที่ใชแอนติเจน RAC-BSA ความเขมขน 1 μg/ml เคลือบกนหลุม 

A492 ระดับการเจือจาง

ของแอนติบอดี 2H3 3A6 4B12 10A4 10G3 

- 

1:5 

1:10 

1:20 

1:40 

1:80 

1:160 

1:320 

1:640 

1:1280 

1:2560 

1.551 

1.430 

1.320* 

0.672 

0.564 

0.484 

0.347 

0.272 

0.194 

0.131 

0.101 

1.437 

1.469 

1.558 

1.512 

1.527 

1.408 

1.267* 

0.974 

0.831 

0.614 

0.384 

1.529 

1.337 

1.337 

1.353 

1.355 

1.237* 

0.984 

0.727 

0.513 

0.319 

0.205 

1.640 

1.340 

1.363 

1.285* 

1.022 

0.951 

0.716 

0.428 

0.250 

0.149 

0.120 

1.479 

1.370 

1.347 

1.217 

1.221 

1.199* 

1.103 

0.995 

0.808 

0.570 

0.334 

 

หมายเหตุ  หมายเหตุ  เครื่องหมาย * แสดงคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตรที่

ใหคาการดูดกลืนแสงประมาณ 1  
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 จากการหาระดับความเจือจางของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่เหมาะสมสําหรับแอนติเจน  

RAC-OVA ที่ใชเคลือบกนหลุมในจานทดสอบ ELISA ของโคลน 2H3, 3A6, 4B12, 10A4 และ 

10G3 คือ  1:10, 1:10, 1:20, 1:20 และ 1:5 ตามลําดับ และเมื่อใชแอนติเจน RAC-BSA เคลือบ

กนหลุมในจานทดสอบ ELISA ระดับความเจือจางของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่เหมาะสมของ

โคลน 2H3, 3A6, 4B12, 10A4 และ 10G3 คือ  1:10, 1:160, 1:80, 1:20 และ 1:80 ตามลําดับ 

จากนั้นทําการหาความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยทําการหาคา IC50 และ LOD ของ       

โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดทั้ง 5 โคลนดวยวิธี indirect competitive ELISA โดยใชสารแขงขัน

เปน RAC ที่อยูในรูปอิสระ ความเขมขน 10-1- 104 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ดังแสดงผลในรูปที่     

4.5-4.6 (ตารางที่ ก.6 และ ก.7, ภาคผนวก ก) 

  

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.5 ความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดทั้ง 5 โคลนตอ RAC อิสระดวยวิธี indirect 

competitive ELISA โดยใชแอนติเจน RAC-OVA ความเขมขน 10 μg/ml ในการเคลือบ

กนหลุมและใชระดับความเจือจางของแอนติบอดีจากโคลน 10A4, 2H3, 4B12, 3A6 

และ 10G3 เปน 1:20, 1:10, 1:20, 1:10 และ 1:5 ตามลําดับ  
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รูปที่ 4.6 ความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดทั้ง 5 โคลนตอ RAC อิสระดวยวิธี indirect 

competitive ELISA โดยใชแอนติเจน RAC-BSA ความเขมขน 1 μg/ml ในการเคลือบ

กนหลุมและใชระดับความเจือจางของแอนติบอดีจากโคลน 10A4, 2H3, 4B12, 3A6 

และ 10G3 ที่ใชเปน 1:20, 1:10, 1:80, 1:160 และ 1:80 ตามลําดับ 

 เมื่อเปรียบเทียบผลการทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดทั้ง 5 โคลนดวย

วิธี indirect competitive ELISA ระหวางใชแอนติเจน RAC-OVA และ RAC-BSA เคลือบกนหลุม

ของจานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลุมพบวา ในการใชแอนติเจน RAC-OVA เคลือบกนหลุม        

โมโนโคลนอลแอนติบอดีของโคลน 10A4, 2H3, 4B12, 3A6 และ 10G3 ใหคา IC50 เทากับ 10.86, 

51.95, 101.60, 107.30 และ 966.70 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ และใหคา LOD เทากับ 

3.11, 9.14, 26.14, 34.13 และ 320.85 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ และเมื่อใชแอนติเจน 

RAC-BSA เคลือบกนหลุม โมโนโคลนอลแอนติบอดีของโคลน 10A4, 2H3, 4B12, 3A6 และ 

10G3 ใหคา IC50 เทากับ 3.04, 155.40, 172.40, 451.10 และ 1216.00 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร 

ตามลําดับ และใหคา LOD เทากับ 0.44, 29.25, 15.41, 92.19 และ 19.88 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร 

ตามลําดับ เมื่อเรียงลําดับความไวในการจับกับ RAC ในรูปอิสระพบวา 10A4 > 4B12 > 10G3 > 

2H3 > 3A6 เมื่อใช RAC-BSA ในการเคลือบกนหลุมและ 10A4 > 2H3 > 4B12 > 3A6 > 10G3 
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เมื่อใช RAC-OVA เคลือบกนหลุม ดังนั้นจึงสรุปไดวา โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจากโคลน 

10A4 มีความไวสูงที่สุด   

 4.4.3 การทดสอบความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ได 

 ทําการทดสอบความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดทั้ง 5 โคลนดวยวิธี indirect 

competitive ELISA โดยดูจากคาเปอรเซ็นตการเกิดปฏิกิริยาขามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ

สารในกลุมไดแก clenbuterol, clenproperol, brombuterol, bromchlorbuterol, cimbuterol, 

salbutamol และ terbutaline-hemisulfate และสารนอกกลุมไดแก AMOZ, AOZ, MNZ, 

chloramphenicol, kanamycin, norfloxacin, penicillin G, streptomycin, sulfamethazine และ 

tetracycline HCl พบวา โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจากทั้ง 5 โคลนไมเกิดปฏิกิริยาขามกับสาร

ในกลุมและสารนอกกลุม เนื่องจากความเขมขนที่ใชในการแยงจับกับแอนติบอดีระหวางแอนติเจน

ที่เคลือบกนหลุมของสารในกลุมและสารนอกกลุมคือ 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร คาดูดกลืนแสงที่

ไดไมมีการเปลี่ยนแปลงเมื่อนําไปเปรียบเทียบกับคาดูดกลืนแสงที่ไมเติมสารแขงขัน ขณะที่เมื่อใช 

RAC อิสระที่มีความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร สามารถจับกับแอนติบอดีหมด ทําใหคา

ดูดกลืนแสงที่ไดลดลงจนถึงคาการดูดกลืนแสงของตัวควบคุมลบ ดังนั้นแสดงใหเห็นวา         

ความเขมขนของสารที่ใชในการแยงจับกับแอนติบอดีตองมีคามากกวา 10000 นาโนกรัมตอ

มิลลิลิตร จึงทําใหคาการดูดกลืนแสงลดลงครึ่งหนึ่ง ดังนั้นคา IC50 ของสารในกลุมและสาร      

นอกกลุมจะมีคามากกวา 10000 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร จึงใชคาความเขมขนนี้แทนคา IC50      

ของสารดังกลาว นําคา IC50 ของแตละโมโนโคลนอลแอนติบอดีมาคํานวณหาคาเปอรเซ็นตการ

เกิดปฏิกิริยาขามกับสารในกลุมและสารนอกกลุมของ RAC พบวา เมื่อใชแอนติเจน RAC-OVA 

เคลือบกนหลุม คาเปอรเซ็นตการเกิดปฏิกิริยาขามกลุมของโคลน 10A4, 2H3, 4B12, 3A6 และ

10G3 มีคานอยกวา 0.1%, 0.5%, 1.0%, 1.0% และ 9.9% ตามลําดับ และเมื่อใชแอนติเจน   

RAC-BSA เคลือบกนหลุม คาเปอรเซ็นตการเกิดปฏิกิริยาขามกลุมของโคลน 10A4, 2H3, 4B12, 

3A6 และ10G3 มีคานอยกวา 0.03%, 1.55%, 1.72%, 4.51% และ 12.16% ตามลําดับ ดังแสดง

ในตารางที่ 4.13-4.14 (ตารางที่ ก.8 และ ก.9, ภาคผนวก ก) จากผลคาเปอรเซ็นตการเกดิปฏกิริิยา

ขามกลุมของแตละโมโนโคลนอลแอนติบอดีมีคาไมเทากัน เนื่องจากคา IC50 ของ    แตละโมโน

โคลนอลแอนติบอดีที่ไดไมเทากัน และผลคาเปอรเซ็นตการเกิดปฏิกิริยาขามกลุมของ โมโน

โคลนอลแอนติบอดีบางตัวมีคาสูง เนื่องจากคา IC50 ของสารที่นํามาทดสอบนั้นมาจากคาความ

เขมขนสูงสุดที่ใชทดสอบคือ 10000 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ดังนั้นถาใชความเขมขนของสารที่
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นํามาตรวจสอบมากกวา 10000 นาโนกรัมตอมิลลิลิตรจะใหคาเปอรเซ็นตการเกิดปฏิกิริยาขาม

กลุมนอยกวาคาที่ปรากฏในตารางที่ 4.13-4.14 เชน เมื่อใชแอนติเจน RAC-BSA ในการ       

เคลือบกนหลุม โดยใชความเขมขนของสารที่นํามาตรวจสอบเทากับ 100000 นาโนกรัมตอ

มิลลิลิตร คาเปอรเซ็นตการเกิดปฏิกิริยาขามกลุมของโคลน 10A4, 2H3, 4B12, 3A6 และ10G3 

จะมีคานอยกวา 0.003%, 0.155%, 0.172%, 0.451% และ 1.216% ตามลําดับจากผลการ

ทดสอบความจําเพาะสรุปไดวา โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดทั้ง 5 โคลน มีความจําเพาะตอ RAC 

ในรูปอิสระ เนื่องจากไมเกิดปฏิกิริยาขามกลุม แตเมื่อพิจารณาผลที่ไดจากการทดสอบความไวและ

ความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจากทั้ง 5 โคลนพบวา โมโนโคลนอลแอนติบอดี

โคลน 10A4 มีความไวสูงที่สุดและมีความจําเพาะตอ RAC ในรูปอิสระดวย จึงทําการเลือกโคลน 

10A4 มาทําการศึกษาตอโดยนําไปผลิตแอนติบอดีและทําแอนติบอดีใหบริสุทธิ์ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

69

ตารางที่ 4.13  คาเปอรเซ็นตการเกิดปฏิกิริยาขามกลุมของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจาก 5 

โคลนดวยวิธี indirect competitive ELISA โดยใชแอนติเจน RAC-OVA ความ

เขมขน 10 μg/ml ในการเคลือบกนหลุม 

เปอรเซ็นตปฏิกิริยาขาม ประเภท        
ตัวแขงขัน ตัวแขงขัน 

10A4 2H3 4B12 3A6 10G3 

Beta-agonists Ractopamine 

Clenbuterol 

Clenproperol 

Brombuterol 

Bromchlorbuterol 

Cimbuterol 

Salbutamol 

Terbutaline-hemisulfate 

100 

<0.10 

<0.10 

<0.10 

<0.10 

<0.10 

<0.10 

<0.10 

100 

<0.52 

<0.52 

<0.52 

<0.52 

<0.52 

<0.52 

<0.52 

100 

<1.01 

<1.01 

<1.01 

<1.01 

<1.01 

<1.01 

<1.01 

100 

<1.07 

<1.07 

<1.07 

<1.07 

<1.07 

<1.07 

<1.07 

100 

<9.66 

<9.66 

<9.66 

<9.66 

<9.66 

<9.66 

<9.66 

Antibiotics AMOZ 

AOZ 

MNZ 

Kanamycin 

Norfloxacin 

Penicilin G 

Streptomycin 

Sulfamethazine 

Chloramphenicol 

Tetracycline HCl 

<0.10 

<0.10 

<0.10 

<0.10 

<0.10 

<0.10 

<0.10 

<0.10 

<0.10 

<0.10 

<0.52 

<0.52 

<0.52 

<0.52 

<0.52 

<0.52 

<0.52 

<0.52 

<0.52 

<0.52 

<1.01 

<1.01 

<1.01 

<1.01 

<1.01 

<1.01 

<1.01 

<1.01 

<1.01 

<1.01 

<1.07 

<1.07 

<1.07 

<1.07 

<1.07 

<1.07 

<1.07 

<1.07 

<1.07 

<1.07 

<9.66 

<9.66 

<9.66 

<9.66 

<9.66 

<9.66 

<9.66 

<9.66 

<9.66 

<9.66 
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ตารางที่ 4.14  คาเปอรเซ็นตการเกิดปฏิกิริยาขามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจาก 5 โคลน

ดวยวิธี indirect competitive ELISA โดยใชแอนติเจน RAC-BSA ความเขมขน     

1 μg/ml ในการเคลือบกนหลุม 

เปอรเซ็นตปฏิกิริยาขาม ประเภท       
ตัวแขงขัน ตัวแขงขัน 

10A4 2H3 4B12 3A6 10G3 

Beta-agonists Ractopamine 

Clenbuterol 

Clenproperol 

Brombuterol 

Bromchlorbuterol 

Cimbuterol 

Salbutamol 

Terbutaline-hemisulfate 

100 

<0.03 

<0.03 

<0.03 

<0.03 

<0.03 

<0.03 

<0.03 

100 

<1.55 

<1.55 

<1.55 

<1.55 

<1.55 

<1.55 

<1.55 

100 

<1.72 

<1.72 

<1.72 

<1.72 

<1.72 

<1.72 

<1.72 

100 

<4.51 

<4.51 

<4.51 

<4.51 

<4.51 

<4.51 

<4.51 

100 

<12.16 

<12.16 

<12.16 

<12.16 

<12.16 

<12.16 

<12.16 

Antibiotics AMOZ 

AOZ 

MNZ 

Kanamycin 

Norfloxacin 

Penicilin G 

Streptomycin 

Sulfamethazine 

Chloramphenicol 

Tetracycline HCl 

<0.03 

<0.03 

<0.03 

<0.03 

<0.03 

<0.03 

<0.03 

<0.03 

<0.03 

<0.03 

<1.55 

<1.55 

<1.55 

<1.55 

<1.55 

<1.55 

<1.55 

<1.55 

<1.55 

<1.55 

<1.72 

<1.72 

<1.72 

<1.72 

<1.72 

<1.72 

<1.72 

<1.72 

<1.72 

<1.72 

<4.51 

<4.51 

<4.51 

<4.51 

<4.51 

<4.51 

<4.51 

<4.51 

<4.51 

<4.51 

<12.16 

<12.16 

<12.16 

<12.16 

<12.16 

<12.16 

<12.16 

<12.16 

<12.16 

<12.16 
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ตารางที่ 4.15 สรุปผลการหาไอโซไทป ความไว และการเกิดปฏิกิริยาขามกลุมของโมโนโนโคลนอล

แอนติบอดีจาก 5 โคลน เมื่อใชแอนติเจน RAC-OVA ความเขมขน 10 μg/ml 

เคลือบกนหลุม 

ชนิดการทดสอบ 10A4 2H3 4B12 3A6 10G3 

ไอโซไทป 

IC50 

LOD 

เปอรเซ็นตปฏิกิริยาขามกลุม 

IgG1 

10.86 

3.11 

<0.10 

IgG1 

51.95 

9.14 

<0.52 

IgG1 

101.60 

26.14 

<1.01 

IgG1 

107.30 

34.13 

<1.07 

IgG1 

966.70 

320.85 

<9.66 

   

ตารางที่ 4.16 สรุปผลการหาไอโซไทป ความไว และการเกิดปฏิกิริยาขามกลุมของโมโนโนโคลนอล

แอนติบอดีจาก 5 โคลน เมื่อใชแอนติเจน RAC-BSA ความเขมขน 1 μg/ml    

เคลือบกนหลุม 

ชนิดการทดสอบ 10A4 2H3 4B12 3A6 10G3 

ไอโซไทป 

IC50 

LOD 

เปอรเซ็นตปฏิกิริยาขามกลุม 

IgG1 

3.04 

0.44 

<0.03 

IgG1 

155.40 

29.25 

<1.55 

IgG1 

172.40 

15.41 

<1.72 

IgG1 

451.10 

92.19 

<4.51 

IgG1 

1216.00 

19.85 

<12.16 

  

จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวา เมื่อใชแอนติเจน RAC-BSA เคลือบกนหลุมแทน

แอนติเจน RAC-OVA ในการทดสอบความไวและความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ 

RAC อิสระใหผลการทดลองที่มีแนวโนมไปทางเดียวกัน โดยใหคา IC50 และ LOD มีคาใกลเคียง

กัน ดังนั้นจึงสามารถนําแอนติเจน RAC-BSA มาทําการเคลือบบนกนหลุมของจานทดสอบ ELISA 
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แทนแอนติเจน RAC-OVAได เมื่อนําผลการทดลองมาเปรียบเทียบกับงานวิจัยของ Shelver และ

คณะ (2000) ซึ่งไดโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่สามารถตรวจวัดความเขมขนต่ําสุดของ RAC 

เทากับ 1 นาโนกรัมตอมิลลิลิตรและไมเกิดปฏิกิริยาขามกลุม และในงานวิจัย Li และคณะ (2007) 

ซึ่งไดโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีความไวเทากับ 1.5 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร และไมทําปฏิกิริยา

ขามกลุม พบวา โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจากโคลน 10A4 มีความไวสูงกวางานวิจัยที่ไดกลาว

ขางตนและมีความจําเพาะสูงตอ RAC ดวยจึงคาดวา สามารถนํามาพัฒนาเปนชุดตรวจสอบ 

RAC ได ดังน้ันจึงนําโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลน 10A4 มาทําใหบริสุทธิ์เพื่อใชศึกษาตอไป
  

4.5 การทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหบริสุทธิ์ 

 4.5.1 การเตรียมและทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหบริสุทธิ์ 

 จากผลที่ไดของการทดสอบความไวและความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดทั้ง 

5 โคลน จึงทําการเลือกโมโนโคลนอลแอนติบอดีของโคลน 10A4 ที่มีความไวสูงที่สุดและ              

มีความจําเพาะตอ RAC ในรูปอิสระ มาทําการเพิ่มจํานวนเซลลไฮบริโดมาโดยเลี้ยงในอาหารเลี้ยง

เซลลปริมาตร 300 มิลลิลิตร จนไดแอนติบอดีสะสมอยูในอาหารเลี้ยงเซลลปริมาณมาก จากนั้นทํา

การเก็บอาหารเลี้ยงเซลลที่ไดปริมาตร 300 มิลลิลิตร มาทําใหบริสุทธิ์ดวยวิธีโครมาโทกราฟ

แบบสัมพรรคภาพ (affinity chromatography) โดยมีโปรตีนจีเซฟาโรส (protein G sepharose) 

บรรจุอยูในคอลัมน เนื่องจากโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจากโคลน 10A4 มีไอโซไทปเปน IgG1 

ซึ่งจะมีสัมพรรคภาพสูงตอโปรตีนจีที่ pH 7.0 ดังนั้นโมโนโคลนอลแอนติบอดีจึงสามารถจับกับ

โปรตีนจีในคอลัมนได และทําการชะโมโนโคลนอลแอนติบอดีออกจากคอลัมนโดยใชบัฟเฟอรที่  

pH 2.7 นําแตละแฟรคชัน (fraction) ที่เก็บไดไปทําการหาปริมาณโปรตีนโดยนําไปวัดคาการ

ดูดกลืนแสงที่  280 นาโนเมตร และติดตามหาแอนติบอดีในแตละแฟรคชั่นดวยวิธี indirect ELISA 

โดยใชระดับการเจือจางของแตละแฟรคชันเทากับ 1:2000  แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 492 

นาโนเมตร ดังแสดงในรูปที่ 4.7 (ตารางที่ ก.10, ภาคผนวก ก)  
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รูปที่ 4.7  โครมาโทแกรมการทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 10A4 ใหบริสุทธิ์ ดวยคอลัมน

โปรตีนจีเซฟาโรส ขนาด 1.5 X 5 เซนติเมตร และชะดวยไกลซีนไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร 

pH 2.7 ดวยอัตราการไหล 1 มิลลิลิตรตอนาที เก็บตัวอยางจํานวน 31 แฟรคชัน        

แฟรคชันละ 1 มิลลิลิตร 

 จากโครมาโทแกรมพบวา แฟรคชันที่ 7-13 มีคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280            

นาโนเมตรสูง และเมื่อทดสอบดวยวิธี indirect ELISA จะใหคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 

492 นาโนเมตรสูง แสดงใหเห็นวา โมโนโคลนอลแอนติบอดีถูกชะออกมาอยูในชวงแฟรคชันที่      

7-13 ดังนั้นจึงนําโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่บริสุทธิ์ในแฟรคชันที่ 7-13 มารวมกัน แลวนําไป

ไดอะไลซิสดวย PBS เพื่อกําจัดบัฟเฟอรที่ใชในการทําใหบริสุทธิ์ออกจากสารละลายที่ได 

4.5.2 การหาปริมาณโปรตีนดวยวิธี BCA 

 นําอาหารเลี้ยงเซลลกอนการทําใหบริสุทธิ์และโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ทําใหบริสุทธิ์มา

ทําการหาปริมาณโปรตีนดวยวิธี BCA โดยเปรียบเทียบคาการดูดกลืนแสงที่ไดกับกราฟโปรตีน

มาตรฐาน BSA (ตารางที่ ก.11, ก.12, ก.13 และ รูปที่ ก.3, ภาคผนวก ก) พบวา ในอาหารเลี้ยง

เซลลกอนทําใหบริสุทธิ์และสารละลายโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังผานการทําใหบริสุทธิ์มีความ

เขมขนของโปรตีนในสารละลายเทากับ 3.96 และ 1.89 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ  

(indirect ELISA) 
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 4.5.3 การหาปริมาณโมโนโคลนอลแอนติบอดีดวยวิธ ีIndirect ELISA 

 ทําการหาปริมาณโมโนโคลนอลแอนติบอดีกอนการทําใหบริสุทธิ์ดวยวิธี Indirect ELISA 

โดยนําคาการดูดกลืนแสงที่ไดมาเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของแอนติบอดีที่สรางจาก         

โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผานการทําใหบริสุทธิ์และทราบความเขมขน (ตารางที่ ก.14 และรูปที่   

ก.4, ภาคผนวก ก) พบวา ปริมาณโมโนโคลนอลแอนติบอดีของอาหารเลี้ยงเซลลกอนทําใหบริสุทธิ์

เทากับ 0.09 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และเมื่อผานการทําใหบริสุทธิ์จะมีปริมาณแอนติบอดีเทากับ 

1.34 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และเมื่อนําคาปริมาณโปรตีนและแอนติบอดีที่ไดมาทําการคํานวณคา

ความบริสุทธิ์ (%purity) ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีในสารละลายโปรตีนทั้งหมดเทากับ 70.95 

เปอรเซ็นต และคา % recovery เทากับ 34.99 เปอรเซ็นต ดังแสดงในตารางที่ 4.17  

ตารางที่ 4.17 ผลสรุปของการทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหบริสุทธิ์ดวยโปรตีนจีที่ได               

จากโคลน 10A4 

ปริมาณโปรตีน ปริมาณแอนตบิอดี ขั้นตอน

การทาํให

บริสุทธิ ์

ปริมาตร 

(ml) ความเขมขน 

(mg/ml) 

รวม     

(mg) 

ความเขมขน 

(mg/ml) 

รวม     

(mg) 

%purity %recovery 

กอน 

หลัง 

300 

7.05 

3.96 

1.89 

1188.0 

13.32 

0.09 

1.34 

27.00 

9.45 

2.27 

70.95 

- 

34.99 

 

4.6  การหามวลโมเลกุลของโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังทําใหบริสุทธิ ์

 ทําการตรวจสอบความบริสุทธิ์ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังทําใหบริสุทธิ์ที่ไดจาก

โคลน 10A4 ดวยวิธี SDS-PAGE และนํามาทําการเปรียบเทียบกับระยะทางการเคลื่อนที่ของ

โปรตีนมาตรฐานที่ทราบมวลโมเลกุลแลว เพื่อทําใหทราบถึงขนาดของหนวยยอยของสาย           

โพลิเพปไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีได โดยนําคา relative mobility (Rf) ของสารละลาย

โปรตีนตัวอยางไปทําการเปรียบเทียบกับกราฟของสารละลายโปรตีนมาตรฐาน (รูปที่ ก.15, 

ภาคผนวก ก) พบวา เมื่อพิจารณาแถบโปรตีนที่เกิดขึ้นของโมโนโคลนอลแอนติบอดีระหวางกอน

และหลังทําใหบริสุทธิ์จะเห็นวา อาหารเลี้ยงเซลลที่มีโมโนโคลนอลแอนติบอดีกอนทําใหบริสุทธิ์นั้น
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จะมีโปรตีนจากซีรัมปนอยูมากทําใหเห็นแถบเขมที่ระยะทางเดียวกับชอง 3 แตเมื่อนํา                 

โมโนโคลนอลแอนติบอดีมาทําใหบริสุทธิ์แลวโปรตีนเหลานี้ถูกกําจัดไป จึงทําใหโมโนโคลนอล

แอนติบอดี เขมขนขึ้นจึงปรากฏแถบชัดขึ้น  โดยสองแถบนี้ เปนแถบของโปรตีนสายยาว          

(heavy chain) และสายส้ัน (light chain) โดยมีมวลโมเลกุลเทากับ 58.78 และ 27.52 กิโลดาลตัน 

ตามลําดับ ดังแสดงในรูปที่ 4.8 และตารางที่ 4.18 

 

                                                                                    ชอง     ชนิดสารตัวอยาง 

                                                                                      1    โปรตีนมาตรฐาน                             

                                                                                      2    ซีรัม (FCS) 

                                                                                      3    อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640                                

                                                                                            ที่ม ี10% FCS (v/v) 

                                                                                      4    อาหารเลี้ยงเซลลกอนทําใหบริสุทธิ ์

                                                                                      5    โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่บริสุทธิ ์

 

รูปที่ 4.8  ผลการหามวลโมเลกุลของโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังทําใหบริสุทธิ์ดวยเทคนิค     

SDS-PAGE 

 

 

 

 

 

  H 

L 

118 kDa  
  86 kDa  

  49 kDa  

  34 kDa  

  24 kDa  

  19 kDa  

 1        2       3      4        5 

(Standard protein marker) 
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ตารางที่ 4.18 คา Rf และมวลโมเลกุลของโมโนโคลนอลแอนติบอดีดวยเทคนิค SDS-PAGE 

โปรตีน มวลโมเลกุล (kDa) Relative mobility (Rf) 

β-galactosidase 

BSA 

OVA 

Carbonic anhydrase 

β-lactoglobulin 

Lysozyme 

118 

86 

49 

34 

24 

19 

0.13 

0.25 

0.43 

0.66 

0.81 

1 

Heavy chain 

Light chain 

58.78 

27.52 

0.42 

0.77 

 

4.7 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังทําใหบริสุทธิ์ตอ RAC 

 ทําการหาความเขมขนที่เหมาะสมระหวางโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังทําใหบริสุทธิ์กับ

แอนติเจนที่ใชเคลือบกนหลุมของจานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลุมดวยวิธี indirect ELISA โดย

เลือกความเขมขนที่ทําใหคาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร มีคาประมาณ 1 พบวา ความ

เขมขนที่เหมาะสมระหวางโมโนโคลนอลแอนติบอดีกับแอนติเจน RAC-OVA ที่เคลือบกนหลุม

เทากับ 150 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร และ 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ และเมื่อใช

แอนติเจนที่เคลือบกนหลุมเปน RAC-BSA จะไดความเขมขนที่เหมาะสมระหวางโมโนโคลนอล

แอนติบอดีกับแอนติเจนเทากับ 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ 150 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร 

ตามลําดับ ดังแสดงในตารางที่ 4.19 แลวทําการหาความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดี โดยการ

หาคา IC50 และ LOD ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังทําใหบริสุทธิ์จากโคลน 10A4 ดวยวิธี 

indirect competitive ELISA โดยใชสารแขงขันเปน RAC ที่อยูในรูปอิสระ ความเขมขน         

0.01– 200  นาโนกรัมตอมิลลิลิตร พบวา เมื่อใชแอนติเจนเคลือบกนหลุมเปน RAC-OVA มีคา 

MAb 
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IC50 และคา LOD เทากับ 1.73 และ 0.89 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ และเมื่อใชเมื่อใช

แอนติเจนเคลือบกนหลุมเปน RAC-BSA มีคา IC50 และคา LOD เทากับ 1.85 และ 0.29 นาโน

กรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ ดังแสดงผลในรูปที่ 4.9 (ตารางที่ ก.15และ ก.16, ภาคผนวก ก) 

ตารางที่ 4.19  ความเขมขนที่เหมาะสมระหวางโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังทําใหบริสุทธิ์จาก

โคลน 10A4 และแอนติเจนที่ใชเคลือบกนหลุมดวยวิธี indirect ELISA 

A492 

RAC-OVA (μg/ml) RAC-BSA (μg/ml) 
แอนติบอดี 

(ng/ml) 

3 5 10 0.5 1 2 

25 

50 

100 

150 

250 

500 

1000 

0.056 

0.067 

0.071 

0.104 

0.094 

0.121 

0.140 

 

0.060 

0.154 

0.201 

0.222 

0.342 

0.487 

0.667 

0.342 

0.576 

0.906 

1.098* 

1.256 

1.436 

1.668 

0.277 

0.322 

0.510 

0.698 

0.897 

1.033 

1.234 

0.640 

0.877 

1.020 

1.244* 

1.446 

1.672 

1.865 

1.200 

1.355 

1.568 

1.703 

1.889 

1.988 

2.154 

 

หมายเหตุ  เครื่องหมาย * แสดงคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตรที่ใหคาการ

ดูดกลืนแสงประมาณ 1  
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รูปที่ 4.9  ความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังทําใหบริสุทธิ์จากโคลน 10A4 ตอ RAC ดวยวธิี 

indirect competitive ELISA เมื่อใชแอนติเจน RAC-OVA และ RAC-BSA เคลือบกน

หลุม และความเขมขนของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ใช 150 นาโนกรมัตอมิลลิลิตร 

       จากนั้นนําคาที่ไดมาทาํการเปรียบเทยีบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลน 

10A4 ตอ RAC ในรูปอิสระในข้ันตอนกอนและหลงัการทําใหบริสุทธิ ์ดังแสดงในตารางที ่4.20 

พบวา ความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังทําใหบริสุทธิ์ตอ RAC ในรูปอิสระมีคาสูงขึ้น 

ตารางที่ 4.20  การเปรียบเทียบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีกอนและหลังทําใหบริสุทธิ์

จากโคลน 10A4 ตอ RAC ในรูปอิสระดวยวิธี indirect competitive ELISA โดย   

ใชแอนติเจน RAC-BSA และ RAC-OVA เคลือบกนหลุมของจานทดสอบ        

ELISA 96 หลุม 

RAC-BSA RAC-OVA 
โมโนโคลนอลแอนติบอดี 

IC50(ng/ml) LOD(ng/ml) IC50(ng/ml) LOD(ng/ml) 

กอนทําใหบริสุทธิ ์

หลังทําใหบริสทุธิ ์

3.04 

1.85 

0.44 

0.29 

10.86 

1.73 

3.11 

0.89 
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จากการเปรียบเทียบผลความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลน 10A4 กอนและ

หลังทําใหบริสุทธิ์จะเห็นวา หลังการทําใหบริสุทธิ์โมโนโคลนอลแอนติบอดีใหคา LOD ที่ต่ํากวา

กอนการทําใหบริสุทธิ์ อาจมาจากสาเหตุในขั้นตอนการทําใหบริสุทธิ์จะชวยลดการปนเปอนของ

โปรตีนอื่นๆ ที่อยูในอาหารเลี้ยงเซลลซึ่งอาจมีผลในการรบกวนการเกิดปฏิกิริยาในการทดสอบของ

วิธี ELISA ได 

จากผลการทดลองทั้งหมดสรุปไดวา โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจากโคลน 10A4 มี

ความ จําเพาะตอ RAC ในรูปอิสระ และใหคาปริมาณของสารที่ต่ําที่สุดที่สามารถตรวจวัดไดกวา

ต่ํากวาคาปริมาณสารตกคางสูงสุดที่กําหนดใหมีไดที่ประกาศโดยสํานักงานคณะกรรมการอาหาร

และยาไวที่ 1 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม (ppb) จึงสามารถนําโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดไปพัฒนา

เปนชุดตรวจสอบตอ RAC ในรูปอิสระตอไปได 
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บทที่  5 

สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 
 

ทําการเชื่อมตอแร็กโทพามีนกับ BSA เพื่อใชในการฉีดกระตุนหนูทดลอง โดยนํา           

แร็กโทพามีนไฮโดรคลอไรด มาทําการเปลี่ยนอนุพันธุใหอยูในรูปสารแร็กโทพามีนเฮมิซัคซิเนต เมื่อ

ทําการทดสอบผลิตภัณฑดวยวิธี TLC ปรากฏสารผลิตภัณฑซึ่งมีคา Rf อยูที่ 0.08 จึงคาดวา จุดที่

เกิดขึ้นนี้เปนสารแร็กโทพามีนเฮมิซัคซิเนท จึงนําสารที่ไดมาเชื่อมตอกับ BSA โดยใชสาร 

isobutylchloroformate พบวา ปริมาณโปรตีนของสารแร็กโทพามีนที่เชื่อมตอกับ BSA ไดเทากับ 

2.55 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และเมื่อทําการทดสอบดวยวิธี TNBS พบวา BSA มีการใชหมูเอมีนใน

การเชื่อมตอกับแร็กโทพามีนคิดเปน 36.33 เปอรเซ็นต และเมื่อทําการตรวจวิเคราะหดวยวิธี 

MALDI-TOF-MS พบวา มวลโมเลกุลของ BSA ที่ไดเทากับ 67,020.23 ดาลตันและมวลโมเลกุล

ของแร็กโทพามีนที่เชื่อมตอกับโปรตีน BSA เทากับ 69,422.71 ดาลตัน ดังนั้นเมื่อนํามาคํานวณ

เปนอัตราสวนในการเชื่อมตอระหวางโปรตีน BSA กับสารแร็กโทพามีนเทากับ 1:8 แสดงวา BSA 1 

โมเลกุลจะมีการเชื่อมตอกับสารแร็กโทพามีนไดถึง 8 โมเลกุล จากนั้นนําแอนติเจนที่เตรียมไดไป

ฉีดกระตุนหนู BALB/c จํานวน 3 ตัว เมื่อนําซีรัมของหนูทั้งสามตัวมาหาระดับแอนติบอดีพบวา ให

ระดับแอนติบอดีอยูในชวง1:64,000 – 1:512,000 หลังจากนั้นทําการทดสอบความจําเพาะของ

แอนติบอดีในซีรัมกับสารแขงขัน OVA, BSA และสารแร็กโทพามีนในรูปอิสระที่ความเขมขน 5 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร พบวา แอนติบอดีในซีรัมของหนูทดลองทั้งสามสามารถจับกับสาร          

แร็กโทพามีนในรูปอิสระได หลังจากนั้นทําการหลอมรวมเซลลมามของหนูกับเซลลไมอีโลมา

ทั้งหมด 2 คร้ังไดเซลลไฮบริโดมาที่สามารถผลิตแอนติบอดีที่จับกับสารแร็กโทพามีนในรูปอิสระ

จํานวน 5 โคลน คือ โคลน 2H3, 3A6, 4B12, 10A4 และ10G3 ซึ่งมาจากการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 

2 เทานั้น หลังจากการศึกษาลักษณะสมบัติเบื้องตนของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจากเซลล

ไฮบริโดมาทั้ง 5 โคลน พบวา โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจากทั้ง 5 โคลน มีไอโซไทปเปน IgG1 

เมื่อทําการทดสอบความไวตอสารแร็กโทพามีนในรูปอิสระของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากทั้ง 5 

โคลนพบวา โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจากโคลน 10A4 มีความไวตอสารแร็กโทพามีนในรูป

อิสระสูงสุด โดยใหคา IC50 และ LOD เทากับ 3.04 และ 0.44 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ 

และเมื่อนําไปทดสอบความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจาก 5 โคลน พบวา             

โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจาก 5 โคลนไมทําปฏิกิริยาขามกับสารทั้งในกลุมและนอกกลุมของ

แร็กโทพามีน ดังนั้นจึงทําการเลือกโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลน 10A4 ซึ่งมีความไวสูงที่สุด
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และมีความจําเพาะตอแร็กโทพามีนในรูปอิสระ มาทําใหบริสุทธิ์ดวยวิธีโครมาโทกราฟแบบ        

สัมพรรคภาพโดยใชโปรตีนจีเซฟาโรสคอลัมน พบวา โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่บริสุทธิ์จะมี

ปริมาณแอนติบอดีเทากับ 1.34 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร มีความบริสุทธิ์เพิ่มขึ้นเปน 71 เปอรเซ็นต 

และเมื่อตรวจสอบความบริสุทธิ์และน้ําหนักของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจากการทํา         

SDS-PAGE พบวา โมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลน 10A4 หลังทําใหบริสุทธิ์ จะใหแถบของ

โปรตีนสายยาว (heavy chain) และสายสั้น (light chain) โดยมีมวลโมเลกุลเทากับ 58.78 และ 

27.52 กิโลดาลตัน ตามลําดับ หลังจากนั้นทําการทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดี

หลังทําใหบริสุทธิ์ตอสารแร็กโทพามีนในรูปอิสระ พบวา โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจะมีความไว

ตอสารแร็กโทพามีนในรูปอิสระมากขึ้น โดยใหคา IC50 และ LOD เทากับ 1.85 และ 0.29           

นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ จากผลการทดลองสรุปไดวา ความไวของโมโนโคลนอล

แอนติบอดีที่ไดมีคาต่ํากวาคาปริมาณสารปนเปอนในอาหารสูงสุดที่กําหนดใหมีไดที่ประกาศโดย

สํานักงานคณะกรรมการอาหารและยาไวที่ 1 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม (ppb) และโมโนโคลนอล

แอนติบอดีที่ไดไมเกิดปฏิกิริยาขามกับสารในกลุมและสารนอกกลุมของแร็กโทพามีน ดังนั้น        

โมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลน 10A4 จึงมีศักยภาพเหมาะสมสําหรับนําไปใชในการพัฒนาชุด

ตรวจสอบสารแร็กโทพามีนตอไปในอนาคตได 

ขอเสนอแนะ 

 เนื่องจากงานวิจัยนี้ไดโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีความไวและความจําเพาะสูงตอ      

แร็กโทพามีน จึงควรนําแอนติบอดีที่ไดมาศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการตรวจวิเคราะห

แร็กโทพามีน เชน อุณหภูมิ ปริมาณแอนติเจนและแอนติบอดีที่เหมาะสม วิธีการสกัดสารจาก

ตัวอยาง เปนตน เพื่อเพิ่มความไว และความสะดวกในการใชของชุดตรวจสอบในการตรวจ

วิเคราะหตัวอยางดวย 
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ภาคผนวก ก 
 

ตารางที่ ก.1  คาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 562 นาโนเมตรของสารละลาย BSA มาตรฐาน   

ดวยวิธ ีBCA 

ความเขมขนสารละลาย BSA มาตรฐาน (mg/ml) A562 

0 

0.025 

0.125 

0.250 

0.500 

0.750 

1.000 

1.500 

0 

0.035 

0.197 

0.408 

0.633 

0.816 

1.094 

1.531 

y = 1.0735x
R2 = 0.9759
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0.4
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ความเขมขนโปรตีน BSA (mg/ml)

A 5
62

 

รูปที่ ก.1 กราฟมาตรฐานของสารละลาย BSA ดวยวธิี BCA 
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ตารางที่ ก.2  คาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 562 นาโนเมตรของสารละลาย OVA มาตรฐาน   

ดวยวิธ ีBCA 

ความเขมขนสารละลาย OVA มาตรฐาน (mg/ml) A562 

0 

0.24 

0.48 

0.72 

0.84 

0.96 

1.08 

1.20 

0 

0.193 

0.425 

0.740 

0.850 

0.954 

1.068 

1.181 

y = 0.9887x

R2 = 0.9955

0
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รูปที่ ก.2 กราฟมาตรฐานของสารละลาย OVA ดวยวิธ ีBCA 
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ตารางที่ ก.3 คาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 492 นาโนเมตรของแอนติบอดีในซีรัมหนูตัวที่ 1

ดวยวิธ ีindirect ELISA 

สารที่ใชเคลือบบนหลมุของจานทดสอบ ELISA ดวยความเขมขน 3 μg/ml ระดับการเจือจาง

ของซีรัม RAC-OVA OVA 

1:1000 

1:2000 

1:4000 

1:8000 

1:16000 

1:32000 

1:64000 

1:128000 

1:256000 

1:512000 

1:1024000 

2.601 

2.440 

2.037 

1.638 

1.195 

0.697 

0.394 

0.176 

0.085 

0.044 

0.054 

0.080 

0.054 

0.035 

0.040 

0.041 

0.042 

0.050 

0.051 

0.054 

0.049 

0.062 
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ตารางที่ ก.4  คาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 492 นาโนเมตรของแอนติบอดีในซีรัมหนูตัวที ่2

ดวยวิธ ีindirect ELISA 

สารที่ใชเคลือบบนหลมุของจานทดสอบ ELISA ดวยความเขมขน 3 μg/ml ระดับการเจือจาง

ของซีรัม RAC-OVA OVA 

1:1000 

1:2000 

1:4000 

1:8000 

1:16000 

1:32000 

1:64000 

1:128000 

1:256000 

1:512000 

1:1024000 

2.515 

2.707 

2.531 

2.398 

2.058 

1.648 

1.066 

0.657 

0.424 

0.227 

0.119 

0.243 

0.147 

0.082 

0.069 

0.045 

0.054 

0.055 

0.046 

0.033 

0.042 

0.044 
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ตารางที่ ก.5  คาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 492 นาโนเมตรของแอนติบอดีในซีรัมหนูตัวที ่3

ดวยวิธ ีindirect ELISA 

สารที่ใชเคลือบบนหลมุของจานทดสอบ ELISA ดวยความเขมขน 3 μg/ml ระดับการเจือจาง

ของซีรัม RAC-OVA OVA 

1:1000 

1:2000 

1:4000 

1:8000 

1:16000 

1:32000 

1:64000 

1:128000 

1:256000 

1:512000 

1:1024000 

2.508 

2.561 

2.386 

2.086 

1.653 

1.097 

0.671 

0.368 

0.137 

0.062 

0.044 

0.049 

0.040 

0.082 

0.064 

0.055 

0.034 

0.055 

0.066 

0.063 

0.042 

0.054 
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ตารางที่ ก.6  คาการดูดกลืนแสงเฉลี่ยที่ 492 นาโนเมตร ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจาก 5 

โคลนตอ RAC ดวยวิธี indirect competitive ELISA โดยใชแอนติเจน RAC-OVA  

10 μg/ml เคลือบกนหลุมในจานทดสอบ ELISA  

A492 ความเขมขน 

RAC (ng/ml) 2H3 3A6 4B12 10A4 10G3 

0 

0.1 

0.5 

1 

5 

10 

50 

100 

500 

1000 

5000 

10000 

1.250 

1.277 

1.212 

1.264 

1.216 

1.005 

0.688 

0.504 

0.226 

0.209 

0.095 

0.084 

1.302 

1.418 

1.286 

1.374 

1.352 

1.223 

1.017 

0.833 

0.287 

0.174 

0.112 

0.093 

1.452 

1.602 

1.479 

1.398 

1.423 

1.310 

1.100 

0.956 

0.326 

0.147 

0.055 

0.051 

1.494 

1.565 

1.424 

1.401 

1.235 

0.830 

0.227 

0.145 

0.065 

0.074 

0.069 

0.066 

0.961 

0.942 

0.882 

0.984 

0.993 

0.934 

1.011 

1.011 

0.731 

0.626 

0.267 

0.191 
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ตารางที่ ก.7  คาการดูดกลืนแสงเฉลี่ยที่ 492 นาโนเมตร ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจาก 5 

โคลนตอ RAC ดวยวิธี indirect competitive ELISA โดยใชแอนติเจน RAC-BSA    

1 μg/ml เคลือบกนหลุมในจานทดสอบ ELISA 

 

 

 

A492 ความเขมขน 

RAC (ng/ml) 2H3 3A6 4B12 10A4 10G3 

0 

0.1 

0.5 

1 

5 

10 

50 

100 

500 

1000 

5000 

10000 

1.844 

1.809 

1.827 

1.824 

1.796 

1.801 

1.456 

1.252 

0.371 

0.265 

0.082 

0.099 

1.413 

1.389 

1.409 

1.420 

1.447 

1.440 

1.404 

1.385 

0.639 

0.469 

0.081 

0.081 

1.544 

1.502 

1.540 

1.510 

1.514 

1.492 

1.272 

1.059 

0.364 

0.199 

0.062 

0.056 

1.745 

1.687 

1.543 

1.430 

0.626 

0.373 

0.112 

0.078 

0.051 

0.048 

0.044 

0.052 

2.029 

1.958 

1.989 

1.825 

1.910 

1.795 

1.871 

1.909 

1.625 

1.370 

0.492 

0.336 
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ตารางที่ ก.8  คาการดูดกลืนแสงเฉลี่ยที่ 492 นาโนเมตร ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจาก 5 

โคลนตอสารในกลุมและสารนอกกลุม RAC ดวยวิธี indirect competitive ELISA 

โดยใชแอนติเจน RAC-OVA 10 μg/ml เคลือบกนหลุมจานทดสอบ ELISA 

A492 ประเภทตัว
แขงขัน ชนิดตัวแขงขนั 

10A4 2H3 4B12 3A6 10G3 

 

Beta-agonists 

ไมมีตัวแขงขัน 

Ractopamine 

Clenbuterol 

Clenproperol 

Brombuterol 

Bromchlorbuterol 

Cimbuterol 

Salbutamol 

Terbutaline-hemisulfate 

1.897 

0.077 

1.872 

1.856 

1.886 

1.887 

1.939 

1.898 

1.861 

1.403 

0.086 

1.398 

1.403 

1.445 

1.351 

1.333 

1.414 

1.328 

1.594 

0.074 

1.697 

1.758 

1.764 

1.683 

1.555 

1.701 

1.759 

1.612 

0.109 

1.628 

1.604 

1.679 

1.618 

1.570 

1.684 

1.539 

0.921 

0.150 

1.178 

1.140 

1.181 

1.089 

0.924 

1.234 

0.940 

Antibiotics AMOZ 

AOZ 

MNZ 

Kanamycin 

Norfloxacin 

Penicilin G 

Streptomycin 

Sulfamethazine 

Chloramphenicol 

Tetracycline HCl 

1.823 

2.026 

1.839 

1.862 

2.002 

1.850 

1.877 

1.848 

1.888 

2.012 

1.408 

1.349 

1.374 

1.387 

1.279 

1.440 

1.444 

1.435 

1.429 

1.383 

1.761 

1.804 

1.752 

1.801 

1.849 

1.819 

1.796 

1.754 

1.856 

1.865 

1.576 

1.456 

1.600 

1.532 

1.493 

1.499 

1.494 

1.638 

1.445 

1.532 

1.111 

0.902 

1.079 

1.032 

0.861 

1.118 

1.144 

1.170 

1.072 

0.997 

RPMI 1640 (ตัวควบคุมลบ) 0.045 



 

 

 95 

ตารางที่ ก.9  คาการดูดกลืนแสงเฉลี่ยที่ 492 นาโนเมตร ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจาก 5 

โคลนตอสารในกลุมและสารนอกกลุม RAC ดวยวิธี indirect competitive ELISA 

โดยใชแอนติเจน RAC-BSA 1 μg/ml เคลือบกนหลุมจานทดสอบ ELISA 

A492 ประเภทตัว
แขงขัน ชนิดตัวแขงขนั 

10A4 2H3 4B12 3A6 10G3 

 

Beta-agonists 

ไมมีตัวแขงขัน 

Ractopamine 

Clenbuterol 

Clenproperol 

Brombuterol 

Bromchlorbuterol 

Cimbuterol 

Salbutamol 

Terbutaline-hemisulfate 

1.673 

0.107 

1.680 

1.798 

1.813 

1.787 

1.816 

1.798 

1.744 

1.382 

0.096 

1.412 

1.389 

1.431 

1.312 

1.329 

1.380 

1.279 

1.894 

0.121 

1.886 

1.793 

1.776 

1.739 

1.745 

1.724 

1.767 

1.704 

0.132 

1.656 

1.622 

1.701 

1.642 

1.589 

1.707 

1.610 

0.941 

0.125 

1.195 

0.951 

1.005 

1.107 

0.919 

1.131 

0.945 

Antibiotics AMOZ 

AOZ 

MNZ 

Kanamycin 

Norfloxacin 

Penicilin G 

Streptomycin 

Sulfamethazine 

Chloramphenicol 

Tetracycline HCl 

1.806 

1.598 

1.648 

1.762 

1.970 

1.810 

1.853 

1.610 

1.828 

1.739 

1.393 

1.331 

1.419 

1.423 

1.302 

1.428 

1.451 

1.406 

1.431 

1.394 

1.772 

1.804 

1.768 

1.822 

1.834 

1.814 

1.754 

1.779 

1.828 

1.840 

1.612 

1.556 

1.650 

1.597 

1.514 

1.540 

1.566 

1.659 

1.468 

1.534 

1.075 

0.963 

0.814 

0.867 

0.928 

1.085 

1.101 

1.038 

1.072 

1.085 

RPMI 1640 (ตัวควบคุมลบ) 0.086 
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ตารางที่ ก.10 คาการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร และคาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร      

ในการทํา indirect ELISA ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลน 10A4               

ที่ทําใหบริสุทธิ์ 

Fraction A280 A492 Fraction A280 A492 

Unbound 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

0.113 

0.125 

0.135 

0.149 

0.170 

0.164 

0.169 

0.260 

2.633 

3.157 

2.945 

1.256 

0.548 

0.283 

0.197 

0.146 

0.213 

0.183 

- 

0.239 

- 

0.200 

- 

0.618 

- 

1.629 

- 

1.521 

- 

0.516 

- 

0.167 

16 

17 

18 

19 

20 

21 

22 

23 

24 

25 

26 

27 

28 

29 

30 

31 

0.118 

0.102 

0.102 

0.118 

0.139 

0.110 

0.115 

0.113 

0.138 

0.116 

0.124 

0.132 

0.104 

0.112 

0.094 

0.107 

- 

0.077 

- 

0.075 

- 

0.115 

- 

0.071 

- 

0.070 

- 

0.082 

- 

0.079 

- 

0.071 

 

หมายเหต ุเครื่องหมาย – ไมไดนํามาทํา indirect ELISA 
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ตารางที่ ก.11 คาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 562 นาโนเมตรของสารละลาย BSA มาตรฐาน 

          ดวยวิธ ีBCA 

ความเขมขนสารละลาย BSA มาตรฐาน (mg/ml) A562 

0 

0.1 

0.2 

0.4 

0.6 

0.8 

1.0 

1.2 

0 

0.186 

0.369 

0.518 

0.799 

1.133 

1.432 

1.686 

 

y = 1.4084x
R2 = 0.9924

0
0.2
0.4
0.6
0.8

1
1.2
1.4
1.6
1.8

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
ความเขมขนโปรตีน BSA (mg/ml)

A 
56

2

 

     รูปที่ ก.3 กราฟมาตรฐานของสารละลาย BSA ดวยวธิี BCA 
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ตารางที่ ก.12 ผลการหาคาความเขมขนของโปรตีนในอาหารเลี้ยงเซลลกอนทาํใหบริสุทธิ์ดวย     

วิธี BCA 

อัตราการเจือจาง A562 ความเขมขนของโปรตีน (mg/ml) 

1:4 

1:8 

1:16 

1.291 

0.698 

0.374 

3.67 

3.96 

4.24 

ความเขมขนโปรตีนเฉลี่ย 3.96 

 

ตารางที่ ก.13 ผลการหาคาความเขมขนของสารละลายโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลงัทาํใหบริสุทธิ์

ดวยวิธ ีBCA 

อัตราการเจือจาง A562 ความเขมขนของโปรตีน (mg/ml) 

1:4 

1:8 

0.642 

0.346 

1.82 

1.96 

ความเขมขนโปรตีนเฉลี่ย 1.89 
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ตารางที่ ก.14 คาการดูดกลนืแสงที่ 492 นาโนเมตรของโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังทาํใหบริสุทธิ์

ดวยวิธ ีindirect ELISA 

ความเขมขนโมโนโคลนอลแอนติบอดี (ng/ml) A492 

1 

5 

10 

25 

50 

75 

100 

0.021 

0.049 

0.120 

0.431 

0.779 

0.872 

1.127 

y = 0.0121x

R2 = 0.9537

0
0.2
0.4
0.6
0.8

1
1.2

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
ความเขมขนแอนติบอดี (ng/ml)

A 4
92

 

รูปที่ ก.4  กราฟมาตรฐานของแอนติบอดีจากการวิเคราะหดวยวิธ ีindirect ELISA โดยใช           

โมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลน 10A4 ที่ผานการทําใหบริสุทธิ ์



 

 

 100 

 

 

          y = 141.52e-2.1166x

R2 = 0.9821

10

100

1000

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
Relative mobility (Rf)

Mo
lec

ula
r w

eig
h 

(k
Da

)

 

รูปที่ ก.5  กราฟแสดงความสัมพันธระหวางคา Rf กับน้าํหนักโมเลกุล (kDa) ของสารละลายโปรตีน

มาตรฐานที่ใชในการเปรียบเทียบหามวลโมเลกุลของโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังทาํให

บริสุทธิ์ดวยเทคนิค SDS-PAGE 
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ตารางที่ ก.15 คาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตรของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลน 10A4 

หลังถูกทําใหบริสุทธิ์ดวยวิธี indirect competitive ELISA โดยใชแอนติเจน     

RAC-OVA เคลือบกนหลุมของจานทดสอบ ELISA 

A492 ความเขมขน

RAC (ng/ml) 1 2 3 คาเฉลี่ย 

0 

0.01 

0.02 

0.05 

0.10 

0.20 

0.50 

1 

2 

5 

10 

20 

50 

100 

200 

1.033 

0.986 

1.276 

1.120 

1.007 

1.121 

0.958 

0.828 

0.621 

0.351 

0.216 

0.122 

0.069 

0.054 

0.053 

1.036 

1.054 

1.208 

1.069 

1.062 

1.054 

0.939 

0.823 

0.681 

0.342 

0.208 

0.112 

0.068 

0.061 

0.050 

0.963 

1.055 

1.141 

1.029 

1.066 

1.028 

0.892 

0.809 

0.647 

0.315 

0.219 

0.122 

0.063 

0.059 

0.048 

1.010 

1.032 

1.208 

1.073 

1.045 

1.068 

0.930 

0.820 

0.650 

0.336 

0.214 

0.119 

0.067 

0.058 

0.050 
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ตารางที่ ก.16 คาการดูดกลนืแสงที่ 492 นาโนเมตรของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลน 10A4 

หลังถกูทาํใหบริสุทธิ์ดวยวิธ ี indirect competitive ELISA โดยใชแอนติเจน     

RAC-BSA เคลือบกนหลุมของจานทดสอบ ELISA 

A492 ความเขมขน

RAC (ng/ml) 1 2 3 คาเฉลี่ย 

0 

0.01 

0.02 

0.05 

0.10 

0.20 

0.50 

1 

2 

5 

10 

20 

50 

100 

200 

1.267 

1.173 

1.200 

1.266 

1.175 

1.138 

1.063 

0.841 

0.625 

0.401 

0.245 

0.126 

0.076 

0.060 

0.051 

1.282 

1.206 

1.210 

1.277 

1.155 

1.125 

1.133 

0.845 

0.574 

0.387 

0.209 

0.122 

0.080 

0.068 

0.055 

1.294 

1.244 

1.202 

1.213 

1.193 

1.093 

1.120 

0.885 

0.621 

0.400 

0.272 

0.122 

0.082 

0.063 

0.053 

1.281 

1.208 

1.204 

1.252 

1.174 

1.119 

1.105 

0.857 

0.607 

0.396 

0.242 

0.123 

0.079 

0.064 

0.053 

 



 

 

ภาคผนวก ข 
 การเตรียมสาร 

ข.1  การเตรียมสารละลาย สําหรับการเชื่อมโปรตีนพาหะ BSA กับ RAC  

 0.2 M Sodium carbonate buffer pH 9.0 

  NaCO3     1.91            กรัม  

ละลายในน้ํากลั่น             100         มิลลิลิตร 

 ปรับ pH ใหได 9.0 ดวย 1 M HCl หรือ 1 M NaOH 

ข.2 การเตรียมสารละลายสําหรับวัดประสิทธิภาพการเชื่อมตอ RAC กับโปรตีนพาหะ               

ดวยวิธี TNBS 

 1) 0.1 M Sodium bicarbonate buffer, pH 8.5 

                        NaCO3  3.18  กรัม 

  NaHCO3  5.86  กรัม 

  น้ํากลั่น  1.00  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)    0.01   มิลลิลิตร 

   0.1 M Sodium bicarbonate pH 8.5    0.99  มิลลิลิตร 

 3) 10% SDS (Sodium dodecyl sulphate) 

   SDS    1  กรัม 

           ละลายในน้ํากลั่น  10   มิลลิลิตร 
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 4) 1 N HCl 

   HCl (37%)  30.8  มิลลิลิตร 

  ปรับดวยน้ํากลั่นใหไดปริมาตรสุดทาย เปน 1000 มิลลิลิตร 

ข.3 การเตรียมสารละลายสําหรับใชในวิธี ELISA 

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

  NaH2PO4         27.60 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น    1000    มิลลิลิตร 

  Na2HPO4         71.63      กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น    1000    มิลลิลิตร 

     ไตเตรต Na2HPO4 ดวย NaH2PO4 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  กรัม 

  น้ํากลั่น    18  ลิตร 

 3) 0.05% Tween 20 ใน PBS (PBS-T) 

  Tween    500  ไมโครลิตร 

  PBS  1000  มิลลิลิตร 

 4) 5% นมพรองมันเนย (เตรียมใหมกอนใชทุกครั้ง) 

  นมพรองมันเนย      5  กรัม 

  PBS  100  มิลลิลิตร 
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 5) 0.15 M Phosphate Citrate buffer pH 5.0 

  Na2HPO4         9.5 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น    500    มิลลิลิตร 

  Citric acid       7.3 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น    500    มิลลิลิตร 

     ไตเตรต Na2HPO4 ดวย Citric acid จนได pH 5.0 แลวเก็บใสขวดสีชาไวที่อุณหภูมิ             

4 องศาเซลเซียส 

 6) Substrate solution 

   O-phenylenediamine (OPD)    40  กรัม 

   0.15 M Phosphate Citrate buffer  100           มิลลิลิตร 

   30% H2O2  0.04   มิลลิลิตร 

  ผสมใหเขากันในขวดสีชา (เตรียมใหมกอนใชทุกครั้ง) 

 7) 2.5 M H2SO4 (Stopping reagent) 

   H2SO4 (96%)  256  มิลลิลิตร 

   น้ํากลั่น  744   มิลลิลิตร 

    คอย ๆ เทกรดลงในน้ํากลั่น ผสมใหเขากัน 

 หมายเหต ุควรนําขวดไปแชในน้ําที่อุณหภูมิหองขณะเทกรด เนื่องจากจะเกิดความรอนขึ้น 

ข.4 การเตรียมอาหารเลี้ยงเซลล 

 1) Stock HAT 100X 

  Hypoxanthine        136  มิลลิกรัม ละลายในน้ํากลั่น    20    มิลลิลิตร  

  Aminopterin              2 มิลลิกรัม ละลายในน้ํากลั่น    20    มิลลิลิตร 

  Thymidine                39 มิลลิกรัม ละลายในน้ํากลั่น    20    มิลลิลิตร 
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      นําสารละลายแตละสารมาผสมกัน แลวเติมน้ํากลั่นลงไปใหครบ 100 มิลลิลิตร 

จากนั้นนําไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22 μm แบงใสขวดๆ ละ 10 มิลลิลิตร เก็บไว

ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 หมายเหตุ Aminopterin ใหนําไปอุนใน water bath ที่อุณหภูมิไมเกิน 60 องศาเซลเซียส

จนกวาจะละลาย เนื่องจากสาร Aminopterin ละลายในน้ํากลั่นยาก 

 2) 100X HT 

  Hypoxanthine       136      มิลลิกรัม ละลายในน้ํากลั่น       20      มิลลิลิตร 

  Thymidine              39      มิลลิกรัม ละลายในน้ํากลั่น       20      มิลลิลิตร 

      นําสารละลายทั้งสองมาผสมใหเขากัน แลวเติมน้ํากลั่นลงไปใหครบ 100 มิลลิลิตร 

จากนั้นนําไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22 μm แบงใสขวดๆ ละ 10 มิลลิลิตร เก็บไว

ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 3) อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 

   RPMI 1640  10.4  กรัม 

   NaHCO3    2.0  กรัม 

   L-glutamin    0.1   กรัม 

   Glucose    2.0  กรัม 

   Pyruvic acid  0.11  กรัม 

   น้ํากลั่น    1.0  ลิตร 

      นําสารทุกอยางมาละลายในน้ํากลั่นผสมใหเขากัน แลวกรองดวย Millipore ขนาด     

0.22 μm แบงใสขวดๆ ละ 100 มิลลิลิตร เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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 4) อาหารเลี้ยงเซลล HT 

   อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640   1 ลิตร 

   HT 100X  10 มิลลิลิตร 

  ผสมใหเขากันแลวนําไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22 μm แบงใสขวด ๆ ละ 90

มิลลิลิตร แลวเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 5) อาหารเลี้ยงเซลล HAT 

   อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640   1 ลิตร 

   HAT 100X  10 มิลลิลิตร 

  ผสมใหเขากันแลวนําไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22 μm แบงใสขวด ๆ ละ 90

มิลลิลิตร แลวเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 6) น้ํายาเก็บเซลลแชแข็งในไนโตรเจนเหลว (Freezing medium) 

   อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 90 มิลลิลิตร 

   Dimethyl sulfoxide (DMSO) 10 มิลลิลิตร 

  ผสมใหเขากันแลวนําไปเก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส (ใชงานขณะเย็นประมาณ     

4 องศาเซลเซียส) 

ข.5 การเตรียมสารละลาย สําหรับใชในการทําใหแอนติบอดีบริสุทธิ์ 

 1) 20 mM Sodium phosphate pH 7.0 

  Na2HPO4 · 12H2O    2.77     กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น    1000    มิลลิลิตร 

  NaH2PO4 · H2O        1.69    กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น    1000    มิลลิลิตร 

  ไตเตรต Na2HPO4 · 12H2O ดวย NaH2PO4 · H2O จนได pH 7.0 แลวจึงนําไปกรองดวย 

Millipore ขนาด 0.22 μm 
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 2) 0.1 M glycine-HCl pH 2.7 

   Glycine-HCl 7.51  กรัม ละลายในน้ํากลั่น  1 ลิตร 

   HCl (37%) 2.42 มิลลิลิตร    

  ไตเตรต Glycine-HCl ดวย HCl (37%) จนได pH 2.7 แลวจึงนําไปกรองดวย Millipore 

ขนาด 0.22 μm 

 3) 1 M Tris HCl buffer pH 9.0 

   Trizma base 121.14  กรัม ละลายในน้ํากลั่น  1 ลิตร 

   HCl (37%)  6.41  มิลลิลิตร    

  ไตเตรต Trizma base ดวย HCl (37%)จนได pH 9.0 แลวจึงนําไปกรองดวย Millipore  

ขนาด 0.22 μm 

ข.6 การเตรียมสารละลายสําหรับใชในการทํา SDS-PAGE 

 1) 10% Separating gel (1 แผ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)2S2O8 (APS)       80  ไมโครลิตร 

   TEMED       40   ไมโครลิตร 

  ผสมใหเขากันโดยเติม TEMED เปนอยางสุดทาย เพื่อใหเกิดการ polymerization 
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 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)2S2O8       20  ไมโครลิตร 

   TEMED         2    ไมโครลิตร 

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

3) SDS staining dye 

   SDS dye  900  ไมโครลิตร 

   β-mercaptoethanol  100  ไมโครลิตร 

4) Running buffer 

   Trizma base  15.1  ไมโครลิตร 

   Glycine  94.0  กรัม 

   SDS    5.0  กรัม 

   น้ํากลั่น    1.0  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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