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บทที่  1 
 

บทนํา 

1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
การเลี้ยงวัวเปนอาชีพที่สรางรายไดใหแกเกษตรกรไทย ซึ่งในปจจุบันผลิตภัณฑอาหารจาก

นมและน้ํานมพรอมดื่ม เปนที่ตองการของผูบริโภคเพิ่มมากขึ้นทั้งภายในและตางประเทศ ทําใหมี

ความตองการน้ํานมดิบเพิ่มมากขึ้น ในปพ.ศ 2543 ประเทศไทยมีการผลิตนมพรอมด่ืมจํานวน 

1,213,423 ตัน ขณะที่เกษตรกรผลิตนํ้านมดิบไดเพียง 494,692 ตัน ซึ่งคิดเปน 40 เปอรเซ็นตของ

ความตองการน้ํานมดิบทั้งประเทศ (วิโรจน, 2546) ปญหาสําคัญของเกษตรกรที่เลี้ยงโคนม คือ 

ขาดการจัดการดานการขยายพันธุของโคที่ดีจึงผสมพันธุผิดพลาด ทําใหแมโคทองวาง การใหนมก็

จะเลื่อนกําหนดออกไปดวย ดังนั้นการหาระยะเปนสัดของโคเพื่อกําหนดวันผสมพันธุที่ถูกตอง และ

การตรวจสอบการตั้งครรภจึงจําเปนมากสําหรับการจัดการดานการสืบพันธุ (ชวนิศนดากร, 2530) 

การตรวจสอบการเปนสัดและการตั้งครรภของโคสามารถทําไดโดยการวัดระดับโพรเจส

เทอโรน (Progesterone) ซึ่งเปนฮอรโมนในกลุมสเตอรอยด โดยแหลงที่ทําการสังเคราะหโพรเจส

เทอโรน ไดแก คอรปสลูเทียม (corpus luteum) รก และอาจสังเคราะหไดบางในรังไข อัณฑะและ

ตอมหมวกไต เมื่อสังเคราะหแลวจะหลั่งโพรเจสเทอโรนเขาสูกระแสเลือด และเกิดเมแทบอไลทใน

ตับและกระแสเลือด สามารถตรวจวัดระดับของโพรเจสเทอโรนได ในเลือด และน้ํานมวัว 

(Drofman,1975)  จากที่มีผูศึกษาการตรวจวัดระดับโพรเจสเทอโรนระหวางวงรอบการเปนสัดและ

ในขณะตั้งทองของโคนม พบวาระดับโพรเจสเทอโรนในกระแสเลือดและน้ํานม จะสูงขึ้นถึงวันที่ 17 

หรือ 18 ของรอบวงการเปนสัด หลังจากนี้ระดับโพรเจสเทอโรนจะลดต่ําลง โดยระดับโพรเจสเทอ

โรนจะต่ําสุดในวันแสดงอาการสัด ซึ่งวงรอบการเปนสัด 1 รอบ มีเวลาประมาณ 21 วัน หากมีการ

ตั้งครรภระดับโพรเจสเทอโรนจะยังคงสูงอยู แตหากไมมีการตั้งครรภระดับโพรเจสเทอโรนจะลดลง 

ดังนั้นการวัดระดับโพรเจสเทอโรนในน้ํานมโคจึงเปนวิธีที่นํามาใชเพื่อหาระยะเวลาการเปนสัดของ

โค ทาํใหกําหนดวันผสมพันธุที่ถูกตอง และตรวจสอบการตั้งครรภของโคได (Mcdonald,1975) 

ในการตรวจวัดปริมาณโพรเจสเทอโรน สามารถทําไดหลายวิธี ซึ่งสวนใหญจะใชการ

วิเคราะหดวยเทคนิค High performance liquid chromatography (HPLC) ซึ่งเปนเทคนิคที่มี

ความไวสูง ใหผลการตรวจสอบที่ถูกตองแมนยํา และมีประสิทธิภาพสูง (Almeida, 2006) แตตอง

ใชเวลาในการวิเคราะหแตละตัวอยางนาน จงึทําการตรวจตัวอยางไดนอย ตนทุนในการวิเคราะหมี

ราคาสูง เนื่องจากเครื่องมือและอุปกรณที่ใชมีราคาสูง อีกทั้งยังตองอาศัยผูชํานาญการในการ
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วิเคราะหอีกดวย จึงไดมีการพัฒนาการวิเคราะหที่สามารถทําไดสะดวกและรวดเร็วขึ้น  โดยอาศัย

วิธีทางอิมมูโนวิทยา (immunological method) ไดแก วิธีเรดิโออิมมูโนแอสเสย  

(Radioimmunoassay : RIA) และเอนไซมลิงคอิมมูโนซอรเบนตแอสเสย (Enzyme-linked 

immunosorbent assay : ELISA) สําหรับหลักการของ RIA นั้นจะอาศัยการทําปฎิกิริยาระหวาง

แอนติเจน คือ โพรเจสเทอโรนกับแอนติบอดีตอโพรเจสเทอโรน ซึ่งมีการติดฉลากดวยสาร

กัมมันตภาพรังสี ซึ่งเปนเทคนิคที่มีความไวสูง (Capezzuto, 2006) แตเนื่องจากเทคนิคนี้มีการใช

สารกัมมันตภาพรังสี ซึ่งตองทําในหองปฏิบัติการเทานั้น และอาจกอใหเกิดปญหาเกี่ยวกับการใช

และการจัดการของเสียปนเปอนจากสารกัมมันตภาพรังสี (Yalow, 1987) จึงไมเหมาะสมแกการใช

งานภาคสนามและหองปฏิบัติการทั่วไป สวนวิธี ELISA นั้นอาศัยหลักการทําปฎิกิริยาระหวาง

แอนติเจน คือ โพรเจสเทอโรนกับแอนติบอดีตอโพรเจสเทอโรน ซึ่งมีการติดฉลากดวยเอนไซมแทน

สารกัมมันตภาพรังสี เปนเทคนิคที่ทําไดงาย สามารถนํามาตรวจสอบนอกหองปฏิบัติการได จึง

นํามาใชในฟารมได ใหความถูกตองสูงใหผลการตรวจวัดใกลเคียงกับการตรวจวัดดวยวิธีทางเคมี 

แตใชเวลานอยและวิเคราะหตัวอยางไดคราวละมากๆ จึงมีการใชอยางแพรหลาย (Nakao และ

คณะ 1980)  

เนื่องจากในประเทศไทยยังไมมีการพัฒนาชุดตรวจโพรเจสเทอโรนโดยใชเทคนิคเอนไซม

ลิงคอิมมูโนซอรเบนตแอสเสย จึงตองทําการสั่งซื้อจากตางประเทศ ซึ่งมีราคาสูง ดังนั้นงานวิจัยนี้

จึงมีจุดประสงคที่จะพัฒนาชุดตรวจโพรเจสเทอโรนที่อาศัยหลักการของ ELISA โดยชุดตรวจ

ดังกลาวจะตองมีประสิทธิภาพในการตรวจที่ดีกวาหรือใกลเคียงกับชุดตรวจที่นําเขาจาก

ตางประเทศหรือการตรวจดวยวิธิ HPLC ทั้งนี้ในการพัฒนาชุดตรวจจะใชโมโนโคลนอลแอนติบอดี

จําเพาะตอโพรเจสเทอโน ที่ถูกพัฒนาขึ้นโดยสถาบันเทคโนโลยีชีวภาพและวิศวกรรมพันธุศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ซึ่งมีคุณสมบัติเหมาะแกการนํามาใชงาน  

1.2    วัตถุประสงคของการวิจยั 
1.2.1 เตรียมชดุตรวจโพรเจสเทอโรนโดยอาศัยหลกัการของเอนไซมลิงคอิมมูโนซอรเบนต  

แอสเสยแบบตางๆ  

1.2.2 ทดสอบประสิทธิภาพของชุดตรวจตนแบบและเปรียบเทียบกับการวิเคราะหดวย  

เทคนิค HPLC 
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1.3 ขอบเขตและวิธีดําเนินการวิจัย 

1.3.1  คนควาและรวบรวมขอมูลที่เกีย่วของ 

1.3.2  เลี้ยงเซลลไฮบริโดมาที่ผลิตแอนติบอดีที่มีความจาํเพาะตอโพรเจสเทอโรน 

1.3.3  ทําแอนติบอดีใหบริสุทธิ ์

     1.3.4  เตรียมชุดตรวจสอบโพรเจสเทอโรนตนแบบ 

1.3.4.1  แบบ Direct competitive ELISA (Ag captured) 

1.3.4.2  แบบ Direct competitive ELISA (Ag captured) ที่รองดวยแอนติบอดี           

ของแพะทีจ่ําเพาะตอแอนตบิอดีของหน ู

  1.3.4.3  แบบ Indirect competitive ELISA (Ab captured) 

  1.3.4.4  แบบ Direct competitive ELISA (Ab captured) 

1.3.5  ประเมินประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบตนแบบ 

1.3.6 วิเคราะหโพรเจสเทอโรนในตัวอยางน้ํานมววั และซรัีมวัว ดวยชดุตรวจสอบตนแบบ       

ชุดตรวจสอบที่มีจําหนายเชงิพานิชย และเทคนิค HPLC วิเคราะหขอมูล สรุปผล

การทดลอง และเขียนวิทยานิพนธ 
1.4 ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั 

ไดชุดตรวจสอบตนแบบที่อาศัยหลักการเอนไซมลิงคอิมมูโนซอรเบนตแอสเสยที่สามารถ

ตรวจวิเคราะหโพรเจสเทอโรนได 
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บทที่  2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

2.1 แนวคิดและทฤษฎ ี

ประสิทธิภาพในการสืบพันธุ และการผลิตน้ํานมของโค สามารถเพิ่มข้ึนไดโดยการเพิ่ม

อัตราการผสมติด (Conception rate) ซึ่งทําไดโดยการผสมเทียมใหตรงกับระยะที่แมโคเปนสัด  

ดังนั้นการทราบระยะการเปนสัด และการตรวจยืนยันการตั้งทองที่ถูกตองจึงเปนสิ่งสําคัญมาก ซึ่ง

สามารถทําไดโดยการวัดระดับฮอรโมนโพรเจสเทอโรน (Progesterone) ดวยวิธีทางเคมีหรือวิธีทาง

ภูมิคุมกันวิทยา ซึ่งในที่นี้จะกลาวถึงรายละเอียดของวิธีทางภูมิคุมกันวิทยาเปนหลัก รายละเอียด

ทั้งหมดกลาวไดดังนี้ 

2.1.1 กระบวนการสืบพันธุในโค 

จุดมุงหมายหลักของการเลี้ยงโคนมคือการผลิตน้ํานม ซึ่งการสืบพันธุของโคนมเปนสิ่ง

สําคัญที่สุดที่จะทําใหโคผลิตน้ํานม การที่จะทําใหโคผลิตนมไดจําเปนตองทําใหโคนมมีการตั้งทอง

จนกระทั่งคลอดลูกออกมา ซึ่งจะเปนสัญญาณกระตุนใหโคนมเริ่มสรางน้ํานมติดตอกันไป โดยการ

ใหนมจะเริ่มตนตั้งแตคลอดลูกตัวแรกไปจนกระทั่งลูกโคถึงระยะที่ไมตองการนมจากแมอีก แมโค

จะหยุดใหนม จนกวาจะคลอดลูกตัวใหมจึงใหนมครั้งใหมเปนเชนนี้ไปจนกวาจะไมสามารถ

สืบพันธุตอไปได (ชวนิศนดากร, 2530) ศักยภาพแมโคสามารถคลอดลูกไดปละตัวเพราะมีระยะ

อุมทองเฉลี่ยนาน 285 วัน โดยหลังคลอด 60 วัน ควรทําการตรวจสัด และทําการผสมเทียมใน

ระยะที่แมโคเปนสัด หลังจากนั้น 21-24 วัน ทําการตรวจทอง เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการสืบพันธุ

และการผลิตน้ํานม (ปราจีน, 2546) การสืบพันธุของโคถูกควบคุมโดยการทํางานจากฮอรโมนและ

ระบบประสาท ใหทํางานสัมพันธกัน  นอกจากนี้ยังมีปจจัยภายนอกที่มีผลตอการสืบพันธุ ไดแก 

สภาพแวดลอม อุณหภูมิ  ความชื้นของอากาศ อาหาร และการดูแล เปนตน การตั้งทองของโคนม

จะเกิดขึ้นไดเมื่อมีการผสมของตัวอสุจิกับไข ไขที่ใชในการผสมจะถูกสรางมาจากรังไข โดยเมื่อโค

นมเขาสูวัยเจริญพันธุพรอมที่จะผสม Folicle Stimulating Hormone (FSH)  ซึ่งถูกหลั่งมาจาก

ตอมใตสมองสวนหนา (Anterior pituitary gland) จะทําใหฟอลลิเคิล (Follicle) ที่อยูในรังไข

เจริญเติบโตขยายตัวขึ้นมาบริเวณผิวหนังของรังไข ชวงนี้ฟอลลิเคิลจะมีการสราง ฮอรโมน          

เอสโทรเจน (Estrogen) ข้ึนมาดวย ซึ่งทําใหโคแสดงอาการเปนสัด เมื่อฟอลลิเคิลขยายตัวมากขึ้น
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ถึงจุดหนึ่ง ตอมใตสมองสวนหนาจะสราง Luteinizing Hormone (LH) จะทําใหฟอลลิเคิลแตก

พรอมกับไข ที่อยูภายในจะหลุดออกมาและตกลงไปในทอนําไขเพื่อรอรับการผสมจากตัวอสุจิ สวน

ตัวฟอลลิเคิลจะเปลี่ยนรูปรางไปเปนคอรปสลูเทียม (Corpus luteum) พรอมกับเปล่ียนหนาที่ไป

สรางฮอรโมนโพรเจสเทอโรน ซึ่งทําหนาที่ปองกันไมใหโคนมมีการตกไขอีกถามีการตั้งทองเกิดขึ้น 

หากไขไมไดรับการผสมกับอสุจิ คอรปสลูเทียมจะสลายตัวไป และรังไขจะผลิตไขใบใหมข้ึนมา 

และเริ่มเขาสูรอบการเปนสัดใหมตอไป (สมชาย, 2541) 

2.1.2 วงรอบการเปนสัดและพฤตกิรรมการเปนสัดของโค  

วงรอบการเปนสัด (Estrus period) หมายถึงระยะที่รางกายของโคเจริญเติบโตพรอมที่จะ

รับการผสมพันธุและตั้งทองตอไป ซึ่งถูกควบคุมโดยฮอรโมนตาง ๆ ที่ถูกกระตุนและหลั่งออกมา

อยางเปนระบบ รอบวงรอบการเปนสัดของโคมีระยะโดยเฉลี่ย 18 –22 วัน โคสาวเมื่อเปนสัดครั้ง

แรกมักไมแสดงอาการแมวาจะมีการตกไข (Silent heat) (วิโรจน, 2546) ชวงระยะเวลาของวงรอบ

การเปนสดัมีความแปรปรวนไดขึ้นกับปจจัยหลายอยาง เชน สายพันธุ ฤดูกาล ความสมบูรณของ

รางกาย ถาโคไมตั้งทองโคนมจะกลับมาแสดงอาการเปนสัดเฉลี่ยทุก 21 วัน ในชวงระยะที่โคใกล

จะแสดงอาการเปนสัดประมาณ 3 วันกอนแสดงอาการเปนสัด FSH จะหลั่งออกมาเพื่อกระตุนการ

เจริญของฟอลลิเคิลซึ่งทําใหโคแสดงอาการเปนสัดพรอมที่จะรับการผสม การตกไขจะเกิดขึ้น

ในชวงสุดทายที่โคยืนนิ่งพรอมรับการผสมโดยอิทธิพลของ LH หลังการตกไขฟอลลิเคิลจะ

เปลี่ยนไปเปนคอรปสลูเทียมซึ่งจะเจริญเติบโตไปเปนระยะเวลานาน 16 วัน กอนที่จะฝอไปโดย

อิทธิพลของฮอรโมนโพรสทาแกลนดิน (Prostaglandin) ซึ่งสรางจากผนังมดลูก การฝอของ      

คอรปสลูเทียมเปนชวงสุดทายของวงรอบการเปนสัด หลังจากนั้นรอบการเปนสัดใหมก็จะเกิดขึ้น

อีกครั้งหนึ่งถาโคมีสุขภาพปกติ (สมชาย, 2541) 

วงรอบการเปนสัดแบงเปน 4 ระยะ ตามลกัษณะพฤติกรรม การเปลีย่นแปลงอวยัวะ

สืบพันธุ การเปลี่ยนแปลงฮอรโมน ที่มีความสอดคลองกัน ซึ่งระยะทัง้ 4 คือ 

 

              1. ระยะกอนการเปนสัด (Proestrus) 

              อยูชวงระหวางวันที่ 17-20 หลังการเปนสัด เปนระยะที่โคเขาสูการเปนสัดรอบใหม ระบบ

สืบพันธุมีการเปลี่ยนแปลง โดยฟอลลิเคิลจะเจริญอยางรวดเร็ว ในขณะที่คอรปสลูเทยีม (Corpus 

luteum) จากการเปนสัดในรอบที่แลว ฝออยางรวดเร็ว มดลูกมีการเปลี่ยนแปลง มีเลือดเลี้ยงมาก 
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ตอมสรางสารคัดหลั่งเจริญขยายตัวในสวนคอมดลูก (Cervix) และชองคลอด (Vagina) โดยชอง

คลอดจะบวมแดงมีเมือกใสเหนยีวไหลจากชองคลอดจากอิทธิพลของฮอรโมนเอสโตรเจน 

 

              2. ระยะเปนสัด (Estrus or heat) 

ในวันแรกของการเปนสัด เปนระยะที่ ฟอลลิเคิลขนาดใหญ (Dominant follicle) มีการ

เจริญเติบโตเต็มที่ และเกิดการตกไขตามมา (Ovulation) โคจะแสดงการเปนสัดโดยเฉลี่ยประมาณ 

4-24 ชั่วโมง และ โคจะแสดงการยอมรับการผสม และยืนนิ่งเมื่อมีตัวอื่นปน (Standing heat) 

ระยะการเปนสดั โคจะแสดงอาการตาง ๆ เชน กระวนกระวาย ถาเปนวัวระยะใหนมจะมีการสราง

น้ํานมลดลง การยืนนิ่งยอมเปนปนของตัวอ่ืน พบเมือกหรือสารคัดหลั่งจากมดลูก คอมดลูก และ

ชองคลอดมีมากที่สุด เยื่อเมือกของปากชองคลอดจะแดงมีเลือดคลั่ง ในระยะนี้ ระดับฮอรโมน LH 

จะเพิ่มข้ึนสงูมากกอนที่จะตกไข ตามมาหลังจากที่แสดงอาการเปนสัด ประมาณ 30 ชั่วโมง สวน

การผสมเทียมระยะที่เหมาะสมคือ 12-18 ชั่วโมง หลังการยืนนิ่ง (Standing heat) 

  

              3. ระยะหลงัการเปนสัด (Metoestrus) 

              อยูชวงระหวางวันที่ 2-4 ของการเปนสัด ในระยะนี้โคจะหยุดแสดงอาการเปนสัด และรัง

ไขมีการสราง คอรปสลูเตียม (Corpus luteum) และเริ่มมีการแสดงฮอรโมนโพรเจสเทอโรน ใน

บางครั้งอาจจะพบวาเลือดออกมาจากชองคลอด (Metoestrus bleeding) ไดในระยะนี้ ปกติพบ

ประมาณ 90% และไมเกิน 45% ในแมวัว ซึ่งเปนลักษณะเมือกปนเลือดพบติดตามหลังหรือ

บริเวณชองคลอดดานนอก  

  

              4. ระยะไมเปนสัดในวงรอบ (Dioestrus) 

              อยูในชวงระหวางวันที่ 5-17 หลังจากการเปนสัด เปนระยะที่มีคอรปสลูเทียมเจริญเติบโต

เต็มที่ มดลูกพรอมรับการตั้งทอง มีระดับโพรเจสเทอโรน (Progesterone) สูง คอมดลูกปดมีเมือก

เหนียวปดอยู เยื่อเมือกชองคลอดคอนขางซีด ในชวงทายของระยะนี้ถาโคไมมีการตั้งทอง ก็จะมี

การสรางฮอรโมนโพรสทาแกลนดิน (Prostaglandin) จากมดลูก (Uterus) มาสลายคอรปสลูเทียม 

หลังจากนั้นก็จะมีการเริ่มขบวนการเปนสัดในรอบใหม 
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2.1.3 การทาํงานของฮอรโมนที่ควบคุมการเปนสดัและการตกไข 

ขบวนการทั้งหมดที่เกิดขึ้นในวงรอบการเปนสัดของโคจะถูกควบคุมโดยกลไกของฮอรโมน 

(Hormone mechanism) ซึ่งมีฮอรโมนที่สําคัญไดแก FSH, LH และเอสโทรเจน ดังแสดงในรูปที่ 

2.1 หนาที่อยางอื่นของเอสโทรเจน คือชวยขับ Gonadotropin Releasing Hormone (GnRH) โดย

พบวาเมื่อระดับของ เอสโทรเจน ในเลือดเปลี่ยนแปลงจะทําใหสมองขับ GnRH ออกมา ในทาง

กลับกัน GnRH จะชวยในการขับฮอรโมน LH จากตอมใตสมองโดย LH จะถูกขับออกมาหลังจาก

โคเริ่มเปนสัดแลว 2 ชั่วโมง หลังจากนั้นประมาณ 30 ชั่วโมง ตั้งแตโคเริ่มยืนนิ่งใหตัวอื่นปนผสม 

ฮอรโมน LH จะกระตุนใหเกิดการตกไข ไขที่ตกแลวจะอยูในสภาพสมบูรณพรอมที่ผสมไดนาน

ประมาณ 6 ช่ัวโมง หลังจากนั้นหากไมไดผสมจะทําใหผสมติดยาก อยางไรก็ตามยังมีการคนพบวา

ถึงแมตกไขไปแลว 12 ชั่วโมง ก็ยังสามารถปฏิสนธิไดอยู ในการผสมเพื่อใหมีโอกาสปฏิสนธิไดดี

ที่สุดควรผสมหลังจากโคเริ่มยืนใหตัวอื่นผสม 12-24 ชั่วโมง ภายหลังจากการตกไขแลวผนังของ

กระเปาะไขจะฝอตัว จากนั้นฮอรโมน LH จะกระตุนใหมีการสรางคอรปสลูเทียมขึ้น จนกระทั่งผลิต

โพรเจสเทอโรนเพิ่มข้ึน และประมาณวันที่ 4-5 ของการตกไขจะตรวจโพรเจสเทอโรนพบในกระแส

เลือด โดยจะมีระดับโพรเจสเทอโรนในกระแสเลือดสูงสุดหลังจากเปนสัด 9-10 วัน ความเขมขน

ระดับนี้ยังสูงจนถึงวันที่ 17-19 ความเขมขนจะลดลงอยางรวดเร็ว เปนผลใหวงรอบการเปนสัดของ

โคเกิดขึ้นอีกคร้ังหนึ่ง สาเหตุที่ระดับโพรเจสเทอโรนต่ําลงก็เพราะการฝอตัวของคอรปสลูเทียมใน

กรณีที่ โคได รับการผสมแลว เกิดการตั้ งทองขึ้นคอรปสลู เทียมจะไมฝอตัวและจะผลิต                   

โพรเจสเทอโรนไปเรื่อยๆ จนเกือบตลอดระยะเวลาการตั้งทอง (ตรีพล และคณะ, 2527) 
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รูปที่  2.1 ฮอรโมนจากสมองสวนไฮโพทาลามัสและตอมใตสมอง ซึ่งมหีนาที่ควบคุมวงรอบการเปน

สัดของโค (Sorensen, 1979) 

 

 

รูปที่ 2.2 ระดับโพรเจสเทอโรน (Progesterone) และเอสโทรเจน (Estrogen) ในรอบวงจรสัด 

(Sorensen, 1979) 

 

Day of estrous cycle 
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2.1.4 ความสัมพันธุของสวนตาง ๆ ในการควบคุมการทาํงานของระบบสืบพันธุ 

ระบบการสืบพันธุของโคจะถูกควบคุมโดยฮอรโมนตาง ๆ ซึ่งสรางจากตอมไรทอและ

อวัยวะที่เกี่ยวของตางๆดังนี ้

ตารางที่ 2.1 แสดงตอมไรทอและอวัยวะที่เกี่ยวของกับการผลิตฮอรโมนที่สําคัญในระบบสืบพันธุ 

  
ตอมไรทอและอวัยวะที่

เกี่ยวของ 
ฮอรโมน หนาที่หลักของฮอรโมน 

ไฮโปธาลามัส 

(Hypothalamus) 

GnRH กระตุนการหลัง่ FSH และ LH จาก ตอมใต

สมอง 

 

ตอมใตสมองสวนหนา 

(Anterior Pituitary gland) 

FSH กระตุนการเจริญของกระเปาะไขและไขสุก 

LH กระตุนกระเปาะไขสุก ทําใหเกิดการตกไขสราง

และรักษาสภาพ corpus Iuteum 

มดลูก (Uterus) Prostaglandin การสลาย corpus luteum 

รังไข (Ovary) Estrogens กระตุนอาการเปนสัดกระตุนการหลัง่ GnRH 

กอนการตกไข 

Progesterone เตรียมเยื่อบุมดลูกเพื่อการฝงตัวของตัวออน 

รักษาสภาพการตั้งทอง ลดการหลัง่ GnRH จึง

เปนการยับยัง้การตกไข 

ที่มา : สรรเพชญ โสภณ, 2530 

  2.1.4.1 Gonadotropin Releasing Hormone (GnRH) 

  เปนฮอรโมนทีห่ลั่งมาจากไฮโปธาลามัส โดย GnRH จะกระตุนการหลัง่ FSH และ 

LH จากตอมใตสมอง หนาทีสํ่าคัญของ GnRH จะชวยกระตุนการพัฒนาฟอลลิเคิล (มงคล, 2543) 

2.1.4.2  Follicle Stimulating Hormone (FSH)  

  เปนฮอรโมนที่หลั่งมาจากตอมใตสมองสวนหนาโดย FSH เปนตัวกระตุนใหรังไข

สรางกระเปาะไขและถุงไขฟอลลิเคิลเจริญเติบโตขึ้น นอกจากนี้ยังกระตุนใหเทสโทสเทอโรน 

เปลี่ยนไปเปนเอสโทรเจนชนิด เอสไทรออล, เอสโทรน และ เอสทราไดออล (มงคล, 2543) 
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2.1.4.3  Luteinizing Hormone (LH)  

  เปนฮอรโมนที่หลั่งมาจากตอมใตสมองสวนหนาโดย LH จะกระตุนใหรังไขสราง

ฮอรโมนโพรเจสเทอโรน และทําหนาที่ใหเกิดการตกไข (Ovulation) และทําใหไขสรางคอปสลูเทียม

ดวย ถาเปนโคตัวผูจะกระตุนใหสรางฮอรโมนเพศผู (Testosterone) (มงคล, 2543) 

2.1.4.4 Prostaglandin 

เปนฮอรโมนที่มีคุณสมบัติเปนกรดโพทาโนอิก (Protanoic acid) ซึ่งเปนกรดไขมัน

ไมอ่ิมตัว โดยปกติกรดโพทาโนอิก จะไมอยูโดด ๆ แตจะมีกลุมตาง ๆ เขาไปตอเปนโพรสทาแกรน

ดิน  กลุมที่พบอยูบอย ๆ ไดแก A, B,  E  และ F  สวนกลุมอ่ืน ๆ ก็เกิดขึ้นไดเชนกันโพรสทาแกรน

ดินที่ใชกันมีชื่อสามัญ คือ  โพรสทาแกรนดิน  เอฟทู แอลฟา (prostaglandin F2α)  หรือ PG F2α  

ปจจุบันพบโพรสทาแกรนดินหลายชนิดในเนื้อเยื่อตาง ๆ ของสัตวเล้ียงลูกดวยนม มีโพรสทาแกรน

ดิน เอฟทู แอลฟา มีบทบาทในการควบคุมวงรอบการเปนสัดในสัตวหลายชนิด โดยโพรสทาแกรน

ดินจะหลั่งมาจากมดลูก ไปออกฤทธิ์ทําใหคอรปสลูทียมฝอ เปนเหตุใหระดับโพรเจสเทอโรนลดลง  

โพรสทาแกรนดนิ  เอฟทู แอลฟา ที่เกิดจากคอรปสลูเทียม จะไปกระตุนเยื่อบุภายในมดลูกใหสราง

สารขึ้นมาทําลายตัวเองซึ่งเกิดขึ้นหลังระยะกลางของวงรอบการเปนสัด (วิโรจน, 2546) 

2.1.4.5 Estrogens 

เอสโทรเจนผลิตจากเนื้อเยื่อที่อยูลอมรอบฟอลลิเคิล ฮอรโมนนี้ทําหนาที่ควบคุม

พฤติกรรมที่แสดงออกทางเพศ คือพฤติกรรมการเปนสัด และกระตุนใหระบบสืบพนัธุ เปนตัวการ

ที่ทําใหตัวเมียมีอวัยวะเพศเมียเจริญจนพรอมที่จะสืบพันธุได โดยชวยใหมดลูกเตรียมพรอม

สําหรับการผสมพันธุ และการฝงตัวของไขที่ไดรับการผสมติด ในระยะกอนและระหวางเปนสัด 

ฮอรโมนนี้จะกระตุนใหมีการผลิตน้ําเมือกไหลซึมมาทางปากชองคลอด เพื่อเปนการหลอลื่น และ

เตรียมพรอมสําหรับการผสมพันธุ อิทธิพลของฮอรโมนนี้ยังมีผลตอการกระตุนใหคลายตัว โดย

กลามเนื้อปากชองคลอดจะบวมแดงในระหวางที่เปนสัด กระตุนใหกลามเนื้อปากมดลูกคลายตัว

เพื่อใหอสุจิผานเขาไปผสมกับไขได และยังชวยใหกลามเนื้อรอบมดลูกบีบตัวชวยพาใหไข และ

อสุจิเคลื่อนที่เขาหากันไดเร็วขึ้น เปนการเพิ่มโอกาสในการผสมพันธุ ซึ่งฮอรโมนนี้มีมากในระยะที่

ไขแก (วิโรจน, 2546) 
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2.1.4.6 Progesterone 

โพรเจสเทอโรนเปนฮอรโมนที่สําคัญตอการควบคุมทํางานของระบบสืบพันธุ

จัดเปนสเตอรอยดฮอรโมน (Steroid hormone) สูตรโครงสรางประกอบดวยคารบอน 21 อะตอม มี

ชื่อทางเคมี คือ Δ4-pregnene-3,20-dione สูตรโครงสรางของโพรเจสเทอโรนแสดงดังรูปที่ 2.4    

โพรเจสเทอโรนจัดเปนฮอรโมนที่สําคัญในวงรอบการปนสัดและในการตั้งทอง แหลงที่ทําการ

สังเคราะหโพรเจสเทอโรน คือ  คอรปสลูเทียม รังไข  รก  และอาจสังเคราะหไดบางในระหวาง

ขั้นตอนการสังเคราะหสเตอรอยดฮอรโมนตัวอ่ืน ไดแก ฮอรโมนเพศ (Sex hormone) ในรังไข ใน

อัณฑะ  และคอรทิโคสเตอรอยด (Corticosteroid) ในตอมหมวกไต  ทําใหสามารถตรวจระดับ   

โพรเจสเทอโรนในคอรปสลูเทียม   ในรก  ในเปลือกตอมหมวกไต  ในน้ําเลือด และในน้ํานม เปน

ตน (Drofman, 1975) โพรเจสเทอโรนเปนฮอรโมนที่ชวยพยุงการตั้งทองเตรียมเยื่อบุผนังใหพรอมที่

จะรับการฝงตัวของตัวออน และยับยั้งการตกไขขณะตั้งทอง โดยทํางานรวมกับเอสโทรเจนไป

ยับยั้งการหลั่งโกนาโดโทรพินจากตอมใตสมองสวนหนา นอกจากนี้จะทํางานรวมกับเอสโทรเจน 

กระตุนใหมีการเจริญเติบโตเพิ่มถุงน้ํานมเหนี่ยวนําใหเกิดการคลอด เมื่อครบกําหนดคลอด         

โพรเจสเทอโรนจึงลดระดับตํ่าลง เอสโทรเจนจะมีผลรวมกับออกซิโทซินจากตอมใตสมองสวนหลัง

กระตุนการบีบตัวของมดลูกขับลูกออกมา (วิโรจน, 2546) 

 

                                          O

CH3

CH3 O
CH3

 

รูปที่ 2.3 สูตรโครงสรางของฮอรโมนโพรเจสเทอโรน 

2.1.4.6.1  ระดับโพรเจสเทอโรนในระยะวงรอบการเปนสัด  
 

การเปนสัดหมายถึงสัตวตัวเมียแสดงอาการยอมรับการผสมพันธุจากตัวผูและมี

การตกไข การเปนสัดจะเกิดขึ้นนานประมาณ 10 ถึง 24 ชั่วโมง ถาโคไมไดรับการผสมหรือผสม

แลวไมติด อาการเปนสัดของโคจะปรากฏอีกในเวลา 20 ถึง 22 วันตอมา วงรอบการเปนสัด  ถูก
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ควบคุมดวยฮอรโมนตาง ๆ ที่ถูกกระตุน โดยหลั่งออกมาอยางเปนระบบ วงรอบการเปนสัดของโค 

โดยปกติมีเวลาโดยเฉลี่ยประมาณ  21 วัน ตอรอบ โดยนับเวลาตั้งแตวันเริ่มเปนสัดวันแรก จนถึง

การเปนสัดครั้งที่สองติดตอกันไป ทั้งนี้การสังเคราะหโพรเจสเทอโรนมีความสัมพันธกับการเจริญ

ของคอรปสลูเทียมตามขั้นตอนตอไปนี้  ภายในรังไขจะมีไขจํานวนมากฝงตัวอยูภายในเปนกลุม ๆ  

กลุมเซลลที่ลอมรอบไข ตอมาจะเจริญเติบโตเปนฟองไข  เมื่อไขโตเต็มที่ฟองไขจะแตกออก ปลอย

ไขออกจากรังไข เรียกวาการตกไข แลวเซลลของฟองไขรอบ ๆ  จะสรางคอรปสลูเทียม มีลักษณะ

เปนแผน ซึ่งจะขยายตัวขึ้นและผลิตฮอรโมนโพรเจสเทอโรน ประมาณวันที่ 5 ของวงรอบการเปน

สัด ตอมาเซลลทีคาอินเทอนาจะทําการแบงตัว ทําใหขนาดและน้ําหนักของคอรปสลูเทียมเพิ่มมาก

ข้ึน  สงผลใหปริมาณของโพรเจสเทอโรนเพิ่มสูงขึ้นและสูงสุดในวันที่ 14-16 ของวงรอบการเปนสัด 

จากงานวิจัยที่ผานมาวัดปริมาณโพรเจสเทอโรน ในพลาสมาจะนอยกวา  1 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร 

ในวันแสดงอาการสัด  และคงระดับตํ่าประมาณ  3-4 วัน  จากนั้นมีระดับสูงขึ้นและสูงสุดโดยเฉลี่ย  

6-7  นาโนกรัมตอมิลลิลิตร   ในวันที่ 16-17  ของการเปนสัดซึ่งคอรปสลูเทียมอาจมีขนาด  2 

เซนติเมตร หลังจากนี้ระดับโพรเจสเทอโรนจะลดต่ําลง (Moeljono และ คณะ, 1977)    สรุปแลว

ระดับโพรเจสเทอโรนลดต่ําสุดในวันแสดงอาการสัด  และสูงสุดในวันที่ 14-16 ของวงรอบการเปน

สัด  และตั้งแตวันที่ 17 เปนตนไประดับโพรเจสเทอโรนจะลดลงเรื่อย ๆ  จนต่ําสุดจนถึงวงรอบการ

เปนสัดใหม    เนื่องจากอิทธิพลของโพรสทาแกลนดินเอฟทูแอลฟา  ซึ่งสังเคราะหจากเยื่อบุผนัง

มดลูก  ผานเสนเลือดดําระหวางมดลูกกับรังไข (Utero – Ovarian vein)  เขาสูคอรปสลูเทียม เปน

เหตุใหคอรปสลูเทียมเสื่อมสลายภายใน 40 ชั่วโมง  แลวจึงเริ่มรอบวงจรสัดครั้งตอไป ซึ่งระดับ

ระดับโพรเจสเทอโรนในพลาสมาและในน้ํานม ระหวางรอบวงจรสัดแสดงดังรูปที่ 2.4 



13 

 

  

รูปที่ 2.4  ระดับโพรเจสเทอโรนในพลาสมา และ ในน้าํนมโคระหวางวงรอบการเปนสัด  

2.1.4.6.2  ระดับโพรเจสเทอโรนตลอดการตั้งทอง  

  การเปลี่ยนแปลงของระดับโพรเจสเทอโรน หลังจากที่โคไดรับการผสมพันธุ      

คอรปสลูเทียมทําหนาที่ในการผลิตฮอรโมนโพรเจสเทอโรนเพื่อชวยพยุงการตั้งทอง ในระยะเริ่มตน

ของการตั้งทอง ระดับโพรเจสเทอโรนในพลาสมาจะมีคาใกลเคียงกับวันที่ 14 – 16 ของวงรอบการ

เปนสัด แตระดับของโพรเจสเทอโรนอาจสูงขึ้นบาง และจะคงระดับเชนนี้ตลอดการตั้งทอง 

ประมาณวันที่ 20 – 30 กอนคลอดจะเริ่มมีระดับลดลงอยางชาๆ และมีระดับต่ําสุดในวันที่คลอด 

Fairclough และคณะ (1975) ศึกษาระดับโพรเจสเทอโรนในพลาสมาของโคที่ตั้งทอง พบวาระดับ

ของโพรเจสเทอโรนเพิ่มสูงขึ้นจาก 1.2 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร เปน 8.2 นาโนกรมัตอมิลลิลิตร และ 

9.9 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร (ในวันที่ 3 – 12 ของการตั้งทอง) โดยระดับโพรเจสเทอโรนจะคงสูงอยู

ตลอดการตั้งทอง จนกระทั่ง 1 วันกอนคลอดระดับโพรเจสเทอโรนจะลดต่ําลงถึง 0.7 นาโนกรัมตอ

มิลลิลิตร แสดงในรูป 2.5 

Progesterone (ng/ml) 

Days of Estrous Cycle 

        Milk 

        Blood 
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รูปที่ 2.5 ระดับโพรเจสเทอโรนในพลาสมาและในน้าํนมโคขณะตั้งทอง 

2.1.4.6.3 การใชระดับโพรเจสเทอโรนในนมตรวจการตั้งทอง 

  ในปจจุบันการตรวจการตั้งทองจะอาศัยความแตกตางของระดับโพรเจสเทอโรน

ในน้ํานม ตั้งแตวันที่ 20 หลังการผสมเทียมเปนตนไป เพราะในโคที่ไมตั้งทองระดับของ               

โพรเจสเทอโรนจะลดต่ําลง เนื่องจากการเสื่อมสลายของคอรปสลูเทียม สวนในโคที่ตั้งทองระดับ 

โพรเจสเทอโรนจะมีคาสูงใกลเคียงกับวันที่ 14 – 15 ของวงรอบการเปนสัด ซึ่งไดผลดีในการ

วิเคราะหหาระดับโพรเจสเทอโรนในน้ํานมเพื่อตรวจการตั้งทอง (วิโรจน, 2546) 

2.1.4.6.4 การใชระดับโพรเจสเทอโรนตรวจการแสดงอาการเปนสัด   

  การเปนสัดหลังคลอดของโคขึ้นกับการคืนตัวของสภาพมดลูกที่บอบชํ้าเนื่องจาก

การคลอดสูสภาพปกติและขึ้นกับการทํางานของระบบประสาทอัตโนมัติ ที่หลอเลี้ยงตอมใตสมอง 

และมดลูกซึ่งควบคุมการผลิตฮอรโมนโกนาโดโทรพิน (FSH และ LH) ไปควบคุมการทํางานของรัง

ไขใหสรางฮอรโมนเอสโทรเจนและโพรเจสเทอโรนไปควบคุมสภาพมดลูก ใหเตรียมพรอมตอการ

ผสมติดครั้งตอไป ตามปกติโคนมจะเปนสัดและตกไขหลังคลอด 30 – 72 วัน เมื่อไดรับการเลี้ยงดู 

และใหอาหารอยางดี การวัดระดับโพรเจสเทอโรนในน้ํานมสามารถตรวจอาการสัดได หากระดับ

ของโพรเจสเทอโรนต่ําลงสุด จะเปนเวลาที่โคเริ่มเปนสัด ทําใหสามารถกําหนดเวลาผสมเทียมได  

(วิโรจน, 2546) 

        Milk 

        Blood 

Progesterone (ng/ml) 

Days of Pregnancy 
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2.1.5 การตรวจวิเคราะหโพรเจสเทอโรน 

เทคนิคการตรวจวัดระดับฮอรโมนโพรเจสเทอโรนนั้น สามารถทําไดหลายวิธี 

ไดแก วิธีทางเคมี และวิธีทางอิมมูโนวิทยา  

2.1.5.1 การตรวจวิเคราะหโพรเจสเทอโรนโดยวิธีทางเคมี ไดแก เทคนิค 

High performance liquid chromatography (HPLC) เปนเทคนิคที่มีความไวสูง ใหผลการ

ตรวจสอบที่ถูกตองแมนยํา สามารถวิเคราะหโพรเจสเทอโรนปริมาณนอยๆได และมีประสิทธิภาพ

สูง (Almeida และ Nogueira, 2006) แตเทคนิคเหลานี้ตองใชเวลาในการวิเคราะหแตละตัวอยาง

นาน จึงทําการตรวจตัวอยางไดนอย ตนทุนในการวิเคราะหมีราคาสูง เนื่องจากเครื่องมือและ

อุปกรณที่ใชมีราคาแพง จําเปนตองวิเคราะหในหองปฏิบัติการ อีกทั้งยังตองอาศัยผูชํานาญการ

ในการวิเคราะหอีกดวย 

2.1.5.2 การตรวจวิเคราะหโพรเจสเทอโรนโดยวิธีทางอิมมูโนวิทยา ใน

ปจจุบันมีการพัฒนาการวิเคราะหที่สามารถทําไดสะดวกและรวดเร็วขึ้น โดยอาศัยวิธีทางอิมมูโน

วิทยา (Immunological method) ไดแก วิธีเรดิโออิมมูโนแอสเสย (Radioimmunoassay, RIA) 

และเอนไซมลิงคอิมมูโนซอรเบนตแอสเสย (Enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) 

สําหรับหลักการของ RIA คืออาศัยการทําปฎิกิริยาระหวางแอนติเจน คือ โพรเจสเทอโรนกับ

แอนติบอดีตอโพรเจสเทอโรน ซึ่งมีการติดฉลากดวยสารกัมมันตภาพรังสี แลวติดตามปริมาณ   

โพรเจสเทอโรนจากเครื่องนับปริมาณรังสี เทคนิคนี้เปนเทคนิคที่มีความไวสูง ใหผลการตรวจสอบ

ที่ถูกตองแมนยํา และมีความจําเพาะ (Specificity) สูง เนื่องจากอาศัยการจับกันของแอนติเจน

กับแอนติบอดี (Capezzuto, 2006) แตเนื่องจากเทคนิคนี้ตองใชเครื่องมือในการตรวจวัดสาร

กัมมันตภาพรังสี ซึ่งตองทําในหองปฏิบัติการเทานั้น และอาจกอใหเกิดปญหาเกี่ยวกับการใชและ

การจัดการของเสียปนเปอนจากสารกัมมันตภาพรังสี (Yalow และ Berson, 1978) สวนหลักการ

ของเทคนิค ELISA นั้นอาศัยหลักการทําปฎิกิริยาระหวางแอนติเจน คือ โพรเจสเทอโรนกับ

แอนติบอดีตอโพรเจสเทอโรนซึ่งมีการติดฉลากดวยเอนไซมแทนสารกัมมันตภาพรังสี โดยใช

แอนติเจนหรือแอนติบอดีเคลือบติดกับพื้นผิว (Solid support) ทําใหเกิดการจับกันระหวาง

แอนติเจนและแอนติบอดี ตรวจวัดการจับกันของเอนไซมที่ติดฉลากกับแอนติเจนหรือแอนติบอดี 

ซึ่งเอนไซมจะเปนตัวชวยในการขยายความสามารถในการตรวจสอบปฏิกิริยาระหวางแอนติเจน

และแอนติบอดีที่เกิดขึ้น จึงเปนปฏิกิริยาที่มีความไว ความจําเพาะสูง และมีความเหนียวแนนใน

การจับ (Affinity) เทคนิค ELISA นี้เปนวิธีที่อาศัยปฎิกิริยาทางภูมิคุมกันมีความนิยมมากใน

ปจจุบัน สามารถใชในการวัดระดับสารที่ตองการตรวจวัดไดอยางแมนยํา มีความจําเพาะและ
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ความไวสูง สะดวก ใชงานไดงาย ไมเปนพิษกับส่ิงแวดลอม สามารถนํามาตรวจสอบนอก

หองปฏิบัติการไดจึงนํามาใชในฟารมได ใหความถูกตองสูงใหผลการตรวจวัดใกลเคียงกับการ

ตรวจวัดดวยวิธีทางเคมี แตใชเวลานอยและวิเคราะหตัวอยางไดคราวละมากๆ และมีการใชอยาง

แพรหลาย (Nakao และคณะ 1980) 

2.1.5.2 เทคนคิ ELISA สามารถแบงออกไดเปน 

2.1.5.2.1. Direct ELISA  

สามารถใชตรวจสอบปริมาณแอนติเจน ไดโดยเคลือบจานชนิด 96 หลุมดวย

แอนติบอดีที่จําเพาะตอแอนติเจนที่ตองการในตัวอยาง เมื่อเติมตัวอยางที่ตองการตรวจสอบ 

แอนติเจนนั้นก็จะจับกับแอนติบอดีดังกลาว แลวลางสวนที่ไมทําปฏิกิริยาออก เติมแอนติบอดีตัว

ที่สองซ่ึงมีความจําเพาะตอแอนติเจนที่ตองการตรวจและติดฉลากดวยเอนไซม (conjugate) ลง

ไปในปริมาณที่มากพอ ซึ่งจะไปทําปฏิกิริยากับแอนติเจนที่จับกับแอนติบอดีตัวแรก จากนั้นลาง

สวนที่ไมทําปฏิกิริยาออกแลวจึงเติมสับสเตรตของเอนไซมแลวนําไปวัดปริมาณสีที่เกิดขึ้น การ

เปลี่ยนแปลงสีของสับสเตรตจะเปนสัดสวนโดยตรงกับปริมาณของแอนติเจนในตัวอยางที่

ตรวจสอบ 

                
 

 

รูปที่ 2.6 หลักการของ Direct ELISA 

 

2.1.5.2.2. Indirect ELISA  

สามารถใชตรวจสอบปริมาณแอนติบอดีที่จําเพาะตอแอนติเจนที่ตองการ โดยทํา

การเคลือบจานชนิด 96 หลุมดวยแอนติเจนที่จําเพาะ แลวทําการเติมตัวอยางที่มีแอนติบอดีลงไป 

แอนติบอดีที่จําเพาะเทานั้นที่จะจับกับแอนติเจนที่เคลือบไว แลวลางสวนที่ไมทําปฏิกิริยาออก 

เติมแอนติบอดีตัวที่สองที่ติดฉลากดวยเอนไซมไว โดยแอนติบอดีตัวที่สองนี้ จะจับแบบจําเพาะ

กับแอนติบอดีที่ตองการตรวจหา หลังจากลางสวนที่ไมทําปฏิกิริยาออก แลวเติมสับสเตรตของ

เอนไซมแลวนําไปวัดปริมาณสีที่เกิดขึ้น การเปลี่ยนแปลงสีของสับสเตรตจะเปนสัดสวนโดยตรง

กับปริมาณของแอนติบอดีในตัวอยางที่ตรวจสอบ 

เคลือบพื้นผิวดวย

แอนติบอดี 
เติมแอนติบอดีตัวที่สอง 

ที่ติดฉลากกับเอนไซม 
เติมสับสเตรต 

เติมตัวอยางที่มีแอนติเจน     

ลาง ลาง ลาง s 
P 

s 

P 
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รูปที่ 2.7 หลักการของ Indirect ELISA 

 

2.1.5.2.3. Competitive ELISA 

เปนวิธีการทดสอบที่มักจะใชสําหรับการตรวจหาแอนติเจนซึ่งมีน้ําหนักโมเลกุล

นอย โดยอาศัยการใชแอนติเจนที่ติดฉลากดวยเอนไซม เปนตัวทําปฏิกิริยาทําใหเกิดการแขงขัน

กันขึ้น ในการทดสอบจะเคลือบจานชนิด 96 หลุมดวยแอนติบอดี แลวเติมแอนติเจนติดฉลากดวย

เอนไซมซึ่งจําเพาะตอแอนติบอดีที่เคลือบอยู พรอมกับเติมตัวอยางที่ตองการตรวจสอบหา

ปริมาณแอนติเจน หรือเติมพรอมกับแอนติเจนมาตรฐาน ซึ่งจําเพาะกับแอนติบอดีนั้นแตไมไดติด

ฉลากดวยเอนไซม หากมีแอนติเจนในตัวอยางจะเกิดการแยงจับกับแอนติบอดีที่พื้นผิวระหวาง

แอนติเจนกับแอนติเจนที่ติดฉลาก ทําใหแอนติเจนติดฉลากที่เติมลงไปสวนหนึ่งจับกับแอนติบอดี

ไดนอย แลวลางสวนที่ไมทําปฏิกิริยาออก เติมสับสเตรตของเอนไซมแลวนําไปวัดปริมาณสีที่

เกิดขึ้น การเปลี่ยนแปลงสีของสับสเตรตจะแปรผกผันกับปริมาณของแอนติเจนในตัวอยางที่

ตรวจสอบ  

ถาใชแอนติบอดีติดฉลากดวยเอนไซมในการตรวจวัดแอนติเจน จะทําการเคลือบ

จาน 96 หลุมดวยแอนติเจน แลวเติมแอนติบอดีติดฉลากดวยเอนไซมซึ่งจําเพาะตอแอนติเจนที่

เคลือบอยู พรอมกับเติมตัวอยางที่ตองการตรวจสอบหาปริมาณแอนติเจน หรือเติมพรอมกับ

แอนติเจนมาตรฐาน ซึ่งจําเพาะกับแอนติบอดีนั้นแตไมไดติดฉลากดวยเอนไซม แอนติบอดีที่ติด

ฉลากจะเกิดการแยงจับระหวางแอนติเจนในตัวอยางกับแอนติเจนที่เคลือบบนพื้นผิว แลวลาง

สวนที่ไมทําปฏิกิริยาออก เติมสับสเตรตของเอนไซมแลวนําไปวัดปริมาณสีที่เกิดขึ้น การ

เปลี่ยนแปลงสีของสับสเตรตจะแปรผกผันกับปริมาณของแอนติเจนในตัวอยางที่ตรวจสอบ 

นอกจากนี้สามารถเตรียมชุดตรวจสอบแบบ Competitive ELISA โดยอาศัยการ

จับกันระหวาง biotin และ streptavidin ซึ่งติดฉลากดวยเอนไซม โดยทําการเคลือบจาน 96 หลุม

ดวยแอนติเจน แลวเติมแอนติบอดีติดฉลากดวย biotin ซึ่งจําเพาะตอแอนติเจนที่เคลือบอยู พรอม

s 
P 

s 

P 

ลาง ลาง ลาง 

เคลือบพื้นผิวดวย

แอนติเจน 
เติมแอนติบอดีที่จําเพาะ       เติมแอนติบอดีตัวที่สอง 

ที่ติดฉลากกับเอนไซม 
เติมสับสเตรต 
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กับเติมตัวอยางที่ตองการตรวจสอบหาปริมาณแอนติเจน หรือเติมพรอมกับแอนติเจนมาตรฐาน 

ซึ่งจําเพาะกับแอนติบอดีนั้นแตไมไดติดฉลากดวย biotin แอนติบอดีที่ติดฉลากจะเกิดการแยงจับ

ระหวางแอนติเจนในตัวอยางกับแอนติเจนที่เคลือบบนพื้นผิว แลวลางสวนที่ไมทําปฏิกิริยาออก 

เติม streptavidin ซึ่งติดฉลากดวยเอนไซม แลวลางสวนที่ไมทําปฏิกิริยาออก เติมสับสเตรตของ

เอนไซมแลวนําไปวัดปริมาณสีที่เกิดขึ้น การเปลี่ยนแปลงสีของสับสเตรตจะแปรผกผันกับปริมาณ

ของแอนติเจนในตัวอยางที่ตรวจสอบ 
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 (ก) 

  

  

 

  

 

  

 

(ข) 

  

 

  

  

  

 

 

 

(ค) 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.8 หลกัการของ Competitive ELISA (ก) ใชแอนติเจนที่ติดฉลากดวย

เอนไซม (ข) ใชแอนติบอดีทีต่ิดฉลากดวยเอนไซม (ค) ใชแอนติบอดีที่ติดฉลากดวย biotin 

  (หมายเหต ุ       คือแอนติบอดี,        คือแอนติเจนเชื่อมโปรตีน,         คือแอนติเจนอิสระ 

คือแอนติบอดีตัวที่สองติดฉลากดวยเอนไซม,           คือแอนติบอดีติดฉลากดวย biotin 

          คือ streptavidin ที่ติดฉลากดวยเอนไซม ) 

s 

P 

s 

P 

ลาง ลาง 

เคลือบพื้นผิวดวย

แอนติบอดี 

เติมแอนติเจนที่ติดฉลากดวยเอนไซม

พรอมกับตัวอยางที่มีแอนติเจน 
เติมสับสเตรต 

เคลือบพื้นผิวดวย

แอนติเจน 

ลาง ลาง ลาง 

เติมสับสเตรต เติมแอนติบอดีพรอมกับ

ตัวอยางที่มีแอนติเจน 
เติมแอนติบอดีตัวที่สอง

ที่ติดฉลากดวยเอนไซม 

E 
 S 

B 

ลาง ลาง ลาง 

เคลือบพื้นผิวดวย

แอนติเจน 

B 

B 

เติมแอนติบอดีที่ติดฉลาก biotin  

พรอมตัวอยางที่มีแอนติเจน 

B 

E 
 S 

เติม streptavidin ที่ติด

ฉลากดวยเอนไซม  

B 

E 
 S 

เติมสับสเตรต 

 

s 

P 
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2.1.5.3 องคประกอบที่สําคญัของชุดตรวจ ELISA  

2.1.5.3.1 แอนติบอดี (Antibody) 

แอนติบอดีหรืออิมมูโนโกลบูลิน (Immunoglobulin; Ig) เปนไกลโค

โปรตีนในระบบภูมิคุมกันที่รางกายมนุษยหรือสัตวสรางขึ้น มีหนาที่ตรวจจับและทําลายฤทธิ์สิ่ง

แปลกปลอมตอรางกาย เชน แบคทีเรีย และไวรัส แอนติบอดีแตละชนิดจะจดจําโมเลกุลเปาหมาย

ที่จําเพาะของมันคือ แอนติเจน (Antigen) โดยแอนติบอดีจะจับแอนติเจนที่จําเพาะตอแอนติบอดี

ตรงบริเวณที่เรียกวาอิพิโทป (Epitope) ของแอนติเจน แอนติบอดีสรางจากเม็ดเลือดขาวชนิด    

บี-ลิมโฟไซตที่เปลี่ยนแปลงไปเพื่อทําหนาที่หลั่งแอนติบอดีเรียกวาพลาสมาเซลล (Plasma cell) 

แอนติบอดีที่หลั่งเขาสูระบบหมุนเวยีนโลหิตจะตรวจจับและสลายพิษ (Neutralization) แลวกําจัด

แอนติเจนออกจากรางกาย  สวนแอนติบอดีที่อยูบนผิวเซลลของบี-ลิมโฟไซตเปนตัวบงชี้

ความจําเพาะของบี-ลิมโฟไซต การทําปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนกับแอนติบอดีบนผิวเซลลเปน

การกระตุนใหโคลนของบี-ลิมโฟไซตที่จําเพาะตอแอนติเจนน้ันแบงเซลลเพิ่มจํานวน และหลั่ง

แอนติบอดีที่มีความจําเพาะเหมือนกับแอนติบอดีที่อยูบนผิวเซลล การเพิ่มปริมาณแอนติบอดีที่

สนใจสามารถทําไดโดยฉีดโปรตีนหรือเสนเพปไทด ซึ่งเราเรียกวาแอนติเจนเขาไปในสิ่งมีชีวิต เชน 

หนู กระตาย แพะ หรือ แกะ เปนตน แอนติเจนเปนสิ่งแปลกปลอมที่กระตุนระบบภูมิคุมกันได 

ตอมาระบบภูมิคุมกันดานสารน้ํา (Humoral immune system) ของสัตวเหลานี้ก็จะสราง

แอนติบอดีตอบสนองอยางจําเพาะตอแอนติเจนที่ฉีดเขาไป โครงสรางโมเลกุลของแอนติบอดีอยู

ในรูปตัววาย (Y shape) ประกอบดวยพอลิเพปไทด 82 – 96 เปอรเซ็นต และคารโบไฮเดรต 4 – 

18 เปอรเซ็นต แอนติบอดีสวนใหญอยูในเซรุมสวนแกมมาโกลบูลิน (Gamma globulin) ถานํา

ซีรัมของคนปกติมาแยกดวยกระแสไฟฟา (Electrophoresis) จะแบงโปรตีนออกไดเปน 5 สวน

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

แกมมา (γ) โครงสรางพื้นฐานของอิมมูโนโกลบูลิน 1 โมเลกุล (Monomer) แสดงในรูปที่ 2.9 

ประกอบดวยสายพอลิเพปไทด 4 สาย คือ heavy (H) chain 2 สายที่เหมือนกัน และ light (L) 

chain 2 สายที่เหมือนกัน เชื่อมตอกันดวยพันธะไดซัลไฟด (Disulfide bond) แรงยึดนี้สามารถ

แยกออกจากกันไดดวยสารเมอรแคปโทเอทานอล (Mercaptoethanol) ปลายขางหน่ึงของสาย

พอลิเพปไทด เรียก NH2 หรือ amino terminal สวนปลายอีกขางหนึ่งเรียกวา COOH หรือ 

carboxy terminal โดยทุกสายจะหันปลายขาง NH2 หรือ COOH ไปทางเดียวกัน โดยอาศัยความ

แตกตาง H chain สามารถแบงอิมมูโนโกลบูลิน ไดเปน 5 ไอโซไทป คือ IgG IgA IgM IgD และ 

IgE ตามลําดับ H chain ของอิมมูโนโกลบูลินแตละไอโซไทปมีความแตกตางกันในน้ําหนัก
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โมเลกุล สวนประกอบของคารโบไฮเดรต antigenic determinant คุณสมบัติทางชีวภาพ และการ

เคลื่อนที่เมื่อทําอิเล็กโทรฟอเรซิส เชนเดียวกันสามารถแบง L chain ออกไดเปน 2 type คือ 

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

 

รูปที่ 2.9 โครงสรางพืน้ฐานของอิมมูโนโกลบูลิน 

2.1.5.3.1.1 พอลิโคลนอลแอนติบอดี (Polyclonal antibody) 

เปนแอนติบอดีที่รางกายสรางขึ้นเพื่อตอบสนองตอแอนติเจนโดย

สามารถทําปฏิกิริยาไดกับอิพิโทปหลายตําแหนงบนแอนติเจน เนื่องจากแอนติบอดีเหลานี้ถูก

สรางมาจากบี-ลิมโฟไซตและพลาสมาเซลล ซึ่งประกอบดวยแอนติบอดีตอหลายอิพิโทปของ

แอนติเจนรวมกันในเลือดของสัตวเปนพอลิโคลนอลแอนติบอดี สัตวที่นิยมใชในการผลิตพอลิ

โคลนอลแอนติบอดีมักเปนสัตวขนาดกลางถึงขนาดใหญ ไดแก กระตาย แพะ มา หมู เปนตน 

 

2.1.5.3.1.2 โมโนโคลนอลแอนติบอดี (Monoclonal antibody) 

โมโนโคลนอลแอนติบอดีคือ แอนติบอดีที่สรางจากกลุมเซลลพลาสมา 

ซึ่งกําเนิดมาจากบี-ลิมโฟไซตเซลลเดียว ทําใหทุกโมเลกุลของแอนติบอดีเหลานี้มีคุณสมบัติ

เหมือนกันทุกประการทั้งในดานความจําเพาะตออิพิโทปของแอนติเจน และในดานของ heavy 

chain และ light chain ของอิมมูโนโกลบูลิน ซึ่งเปนตัวกําหนดคุณสมบัติทางชีวภาพของ

แอนติบอดีชนิดนั้น ในภาวะปกติรางกายจะสรางโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลาย ๆ ชนิดรวมกัน   

ซึ่งเรียกวา พอลิโคลนอลแอนติบอดี สําหรับโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ใชกันอยางแพรหลายใน
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หองปฏิบัติการ และที่นําไปใชในการรักษาโรคเปนชนิดที่ผลิตขึ้นในหองทดลองดวยวิธีตาง ๆ กัน 

ที่สําคัญมี 2 วิธี คือ somatic hybridization ซึ่งเปนการหลอมรวมเซลล 2 เซลลเขาดวยกัน โดย

เซลลหนึ่งเปนเซลลที่สามารถสรางแอนติบอดีได อีกเซลลหนึ่งสามารถเพิ่มจํานวนไดอยางไม

หยุดยั้ง วิธีการนี้ทําใหไดกลุมเซลลลูกผสมที่เรียกวา ไฮบริโดมา (Hybridoma) ซึ่งปนกลุมเซลลที่

สามารถสรางแอนติบอดี และมีชีวิตยืนยาว (Immortalize) สามารถเพิ่มจํานวนไดไมมีสิ้นสุด สวน

อีกวิธีหนึ่งคือการใชเทคโนโลยีทางพันธุวศิวกรรมเพื่อแยกเอายีนอิมมูโนโกลบูลิน ออกมาดัดแปลง 

แลวนํากลับใสเขาไปในเซลลใหม เปนการดัดแปลงในระดับยีน ทําใหโมเลกุลแอนติบอดีมี

คุณสมบัติเปลี่ยนไปตามที่ตองการ โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตโดยวิธีนี้เรียกวา แอนติบอดีที่

ดัดแปลงพันธุกรรม (สุทธิพันธและคณะ, 2537) 

ชุดตรวจสอบสวนใหญนิยมใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีมากกวาพอลีโคลนอล

แอนติบอดี เนื่องจากวามีความจําเพาะมากกวา และสามารถควบคุมคุณภาพและปริมาณของ

แอนติบอดีที่ใชการผลิตชุดตรวจสอบได ซึ่งความแตกตางระหวางพอลีโคลนอลแอนติบอดีและ  

โมโนโคลนอลแอนติบอดีแบงไดเปน 4 ประการ คือ 

1. แหลงกําเนิดและวิธีการผลิต 

 โมโนโคลนอลแอนติบอดี ไมวาจะผลิตจากวิธี somatic hybridization 

หรือโดยวิธีทางพันธุวิศวกรรมก็ตาม ตองอาศัยเทคโนโลยีจําเพาะ และตองใชกระบวนการทาง

หองปฏิบัติการที่ซับซอน ซึ่งขั้นตอนเหลานี้มีคาใชจายสูงเมื่อเทียบกับการผลิตพอลิโคลนอล

แอนติบอดี ซึ่งผลิตโดยการกระตุนระบบภูมิคุมกันของคนหรือสัตวทดลองดวยแอนติเจน ใหสราง

แอนติบอดีที่ตองการออกมาในกระแสเลือด หลังจากนั้นจึงแยกแอนติบอดีออกจากซีรัม การผลิต

พอลิโคลนอลแอนติบอดี จึงมีคาใชจายนอยกวาและทําไดงายกวา อยางไรก็ตามพอลิโคลนอล

แอนติบอดีที่ผลิตในสัตวตางชนิดหรือแมแตในสัตวชนิดเดียวกันแตคนละตัวกันก็อาจได

แอนติบอดีที่แตกตางกันทั้งในดานปริมาณและคุณภาพ นอกจากนี้พอลิโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิต

ไดแตละครั้งจะมีปริมาณจํากัดและอาจตองใชคนหรือสัตวจํานวนมาก ดังนั้นในการผลิตจึงตองมี

วิธีการควบคุมคุณภาพของพอลิโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตขึ้นทุก ๆ คร้ัง สวนโมโนโคลนอล

แอนติบอดีนั้น สามารถผลิตไดอยางไมจํากัดในดานปริมาณและคุณภาพ เนื่องจากทั้งยีนและ

เซลลที่ผลิตแอนติบอดีนั้นจะถูกเก็บรักษาไวไดตลอดไป 
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2. ความจําเพาะตอแอนติเจน (Antigen specificity) 

 โมโนโคลนอลแอนติบอดีมีความจําเพาะตออิพิโทปชนิดใดชนิดหนึ่ง

เทานั้น ซึ่งอาจเปนอิพิโทปที่จําเพาะหรืออิพิโทปที่ทําใหเกิดปฏิกิริยาขาม (Cross-reactive 

epitope) ก็ได สวนพอลิโคลนอลแอนติบอดี ประกอบดวยแอนติบอดีหลาย ๆ ชนิด ท่ีแตละ

โมเลกุลมีความจําเพาะตออิพิโทปของตน ซึ่งทําใหพอลิโคลนอลแอนติบอดีมีความจําเพาะตอ

หลายอิพิโทปตาง ๆ กันบนโมเลกุลของแอนติเจน 

 

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

 สัมพรรคภาพ คือ คาการจับกันระหวางแอนติเจนกับแอนติบอดีเพียง 1 

ตําแหนง (Binding site) และ อะวิดิตี คือ ผลรวมแตละตําแหนงของการจับกับระหวางแอนติเจน

กับแอนติบอดี ซึ่งสัมพรรคภาพและอะวิดิตี เปนคุณสมบัติภายในของแอนติบอดีแตละโมเลกุล 

กําหนดโดยลักษณะโครงสรางของสวนที่ใชจับกับแอนติเจนของโมเลกุลอิมมูโนโกลบูลิน ซึ่งก็คือ

สวนของบริเวณแปรผัน (Variable region) นั่นเอง สัมพรรคภาพเปนคุณลักษณะจําเพาะของ

แอนติบอดีแตละชนิดและเปนผลของขบวนการที่เกิดในธรรมชาติ โดยในระหวางพัฒนาการของบี 

ลิมโฟไซต จะมีการจัดเรียงตัวใหม (Rearrange) ของยีนอิมมูโนโกลบูลินในแบบตาง ๆ ทําใหเกิด

แอนติบอดีที่มีสัมพรรคภาพมากนอยตางกันได 

 ดังนั้นหากตองการสรางโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหมีสัมพรรคภาพดีมาก

นอยเพียงใดก็ข้ึนอยูกับวิธีการในการคัดเลือกเซลลตนกําเนิดของโมโนโคนอลแอนติบอดีนั้น 

นอกจากนี้ดวยวิธีทางพันธุวิศวกรรม ทําใหสามารถเปลี่ยนแปลงสัมพรรคภาพของแอนติบอดีนั้นๆ 

ได โดยการเปลี่ยนแปลงที่ระดับยีนของอิมมูโนโกลบูลิน ทําใหไดแอนติบอดีที่มีสัมพรรคภาพดีขึ้น

กวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีไดจากบี ลิมโฟไซต ที่สรางแอนติบอดีข้ึนเองตามธรรมชาติ สวน 

พอลิโคลนอลแอนติบอดีนั้นมีอะวิดิตีที่เปนผลรวมของสัมพรรคภาพของแอนติบอดีแตละโมเลกุล

ที่ประกอบกันขึ้นมาเปนพอลิโคลนอลแอนติบอดี ซึ่งก็มักอยูในระดับปานกลางถึงดี 

 

4. Effector function 

 Effector function คือคุณสมบัติที่จะถูกกําหนดดวยสวนบริเวณคงที่ 

(Constant region) ของ H chain เปนคุณสมบัติทางชีวภาพของแอนติบอดีแตละชนิด ไดแก 

ความสามารถในการกระตุนคอมพลีเมนต การจับกับที่รับสําหรับสวน Fc ของอิมมูโนโกลบูลินบน

ผิวเซลล เปนตน ซึ่งคุณสมบัติเหลานี้แตกตางกันไปในแตละไอโซไทปและสับคลาสของ         
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อิมมูโนโกลบูลินนั้น ๆ ซึ่งจะกําหนดคุณสมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดีแตละชนิด ใหมี

คุณสมบัติทางชีวภาพในดานตาง  ๆ แตกตางกัน  สวนพอลิโคลนอลแอนติบอดี มักจะมี

ความสามารถในดาน effector function ในระดับปานกลางถึงดีในทุกดานเนื่องจากอาศัย

คุณสมบัติของแอนติบอดีหลาย ๆ ชนิดมาเฉลี่ยกัน 

 

2.1.5.3.2 แอนติเจน 

แอนติเจนเปนปจจัยสําคัญที่กําหนดคุณสมบัติของชุดตรวจสอบทาง

วิทยาภูมิคุมกัน เนื่องจากในชุดตรวจโดยหลักการวิทยาภูมิคุมกันนั้นอาศัยปฏิกิริยาการจับกัน

แบบจําเพาะระหวางแอนติเจนกับแอนติบอดีเปนกลไกหลักในการตรวจ โดยแอนติเจนจะชักนําให

รางกายสรางแอนติบอดีและสามารถทําปฎิกิริยาจําเพาะเกิดเปนสารประกอบเชิงซอนกับ

แอนติบอดี แลวสามารถจดจําสารนั้นได ในชุดตรวจสอบที่ใชแอนติเจนขนาดเล็กที่เรียกวา     

แฮปเทน (Hapten) มักตองทําการเชื่อมตอเขากับสารที่มีโมเลกุลใหญกวา ในลักษณะของ 

hapten carrier conjugate เพื่อชักนําในการตอบสนองของระบบภูมิคุมกนัที่เรียกวาอิมมูโนเจน 

(Immunogen) นอกจากนี้การเชื่อมตอแอนติเจนกับสารที่มีโมเลกุลใหญกวา ชวยใหการเคลือบ

พื้นผิวบนจานหลุมชนิด 96 หลุมมีประสิทธิภาพมากขึ้น 

 

2.1.5.3.3 ระบบการตรวจวัดปฏิกิริยา 

ชุดตรวจโดยหลักการวิทยาภูมิคุมกันที่ใชในปจจุบัน อาศัยการทํา

ปฏิกิริยาจําเพาะระหวางแอนติเจนและแอนติบอดี ซึ่งสามารถตรวจสอบปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นโดย

อาศัยเอนไซมและสับสเตรต ที่ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงสีของปฏิกิริยา สวนใหญมักจะวัดสีที่

เกิดขึ้นโดยอานคาเปนการดูดกลืนแสง (Absorbance หรือ Optical Density; O.D.) ซึ่งคาการ

ดูดกลืนแสงจะมากหรือนอย สวนหนึ่งขึ้นอยูกบัชนิดเอนไซมและสับสเตรต 

 

 

2.1.5.3.3.1 เอนไซม 

เอนไซม เปนสารสําคัญที่ ใชในชุดตรวจโดยหลักการวิทยา

ภูมิคุมกัน เปนสวนของระบบการตรวจวัดปฏิกิริยา ใชโดยการเชื่อม (Conjugate) หรือติดฉลาก 

(Label) เอนไซมเขากับแอนติเจนหรือแอนติบอดีที่ใชเปนตรวจวัด เอนไซมที่นิยมใชกันมากในชุด

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

แรงของสัญญาณการตรวจวัดปฏิกิริยาทําใหชุดตรวจมีความไวสูงขึ้น โดยอาศัยการจับกันระหวาง 

biotin และ streptavidin ซึ่งติดฉลากดวยเอนไซม เนื่องจากระบบของ biotin-streptavidin มี     

สัมพรรคภาพสูงกวาแอนติบอดีกับแอนติเจน 

 

2.1.5.3.3.2 สับสเตรต 

สับสเตรตแตละชนิดจะอานผลคาการดูดกลืนแสงที่ความยาว

คลื่นแตกตางกัน และการใชสับสเตรตขึ้นอยูกับเอนไซมที่ใชในการตรวจวัดดวย เชน เมื่อใช

เอนไซม horseradish peroxidase สับสเตรตที่ใช ไดแก ABTS (2,2’-azino-di-(3-

ethylbenzthiazoline-6-sulfonate)) อานผลที่คาการดูดกลืนแสง 415 นาโนเมตร, TMB 

(3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine) อานผลที่คาการดูดกลืนแสง 450 นาโนเมตร และ OPD (o-

phenylenediamine) อานผลที่คาการดูดกลืนแสง 492 นาโนเมตร สวนเอนไซม alkaline 

phosphatase สับสเตรตที่ใช ไดแก PNP (p-nitrophenyl phosphate) อานผลที่คาการดูดกลืน

แสง 405 นาโนเมตร, PMP (Phenolphthalein monophosphate) อานผลที่คาการดูดกลืนแสง 

550 นาโนเมตร และ 1NP (1-napthyl phosphate) อานผลที่คาการดูดกลืนแสง 405 นาโนเมตร

    

 

2.1.5.4 พื้นผิวสําหรับการยึดตรึง 

 

ชุดตรวจโดยหลักการวิทยาภูมิคุมกันที่ใชในปจจุบัน นิยมใชการเคลือบแอนติเจน

หรือแอนติบอดีเขากับพื้นผิวในรูปแบบของ solid phase โดยทั่วไปที่เปนมาตรฐานคือ จานชนิด 

96 หลุม หรือ microtitre plate หรือ 96 well-plate ซึ่งอาจอยูในรูปเพลทอันเดียวกันที่มี 96 หลุม

หรืออยูในรูปที่สามารถหักแบงเปนแถบๆ (Strip) แถบละ 8 หลุมจํานวน 12 แถบ หรือแถบละ 16 

หลุม จํานวน 6 แถบ 
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2.1.6 การประเมินประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบ 

ขอมูลสําคัญที่แสดงถึงประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบโดยวิธีทางดานวิทยา

ภูมิคุมกัน ประกอบดวย 3 สวน คือ 

1. ความไว (Sensitivity) บงบอกความสามารถที่จะตรวจพบสารในปริมาณ

ต่ําสุด (lower limit of detection; LOD) ที่สามารถวัดไดดวยชุดตรวจสอบนั้น  

2. ความแมนยํา (Precision) บงบอกความสามารถที่จะใหผลเหมือนกัน

เมื่อทดสอบหลายๆ คร้ัง โดยทั่วไปจะระบุเปน %CV (percent coefficient of variation) และ SD 

(standard deviation)  

3. ความถูกตอง (Accuracy) บงบอกความสามารถที่จะใหผลใกลเคียงกับ

คาจริงหรือคามาตรฐาน โดยทั่วไปจะระบุเปน %Recovery 

2.2 งานวิจัยที่เกี่ยวของ 
เนื่องจากการทราบระยะการเปนสัด และการตรวจยืนยันการตั้งทองที่ถูกตองจึงเปนสิ่ง

สําคัญมาก ซึ่งสามารถทําไดโดยการวัดระดับฮอรโมนโพรเจสเทอโรน ดวยวิธทีางเคมีหรือวิธีทาง

ภูมิคุมกันวิทยา จึงมีงานวิจัยที่ศึกษาการวัดโพรเจสเทอโรน ดังนี้ Munro และ Stabenfeldt (1984) 

ไดผลิตแอนติบอดีตอโพรเจสเทอโรน โดยทําการเชื่อมโพรเจสเทอโรนเขากับ bovine serum 

albumin (BSA) แลวฉีดเขากระตาย หลังจากนั้นนําพอลิโคลนอลแอนติบอดีที่ไดมาพัฒนาเปนชุด

ตรวจโดยวิธี ELISA แบบ competitive โดยใชโพรเจสเทอโรนติดฉลากกับเอนไซม horseradish 

peroxidase เปนตัวแขงขัน ซึ่งใหคา sensitivity limit ที่ระดับ 0.25 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตอมา

Romagnolo และ Nebe (1993) ไดทําการตรวจโพรเจสเทอโรนในน้ํานมกอนและหลังการตั้งครรภ 

จากวัว 82 ตัวในประเทศอิตาลี ดวยเทคนิค ELISA โดยเปรียบเทียบกับเทคนิค latex 

agglutination (LA) และเทคนิค RIA เมื่อตรวจสอบความถูกตอง (Accuracy) จากการวัดระดับ 

โพรเจสเทอโรนในวันที่ 19, 21 และ 23 หลังวันผสมเทียม ของวัวที่มีการตั้งครรภ พบวาเทคนิค 

ELISA มีความถูกตองเฉลี่ย 92.3%, เทคนิค LA มีความถูกตองเฉลี่ย 84.7% และเทคนิค RIA มี

ความถูกตองเฉลี่ย 78.5%เมื่อตรวจสอบความแมนยําโดยทํา inter-assay  พบวาเทคนิค ELISA มี

คาความแมนยํา 100% และเทคนิค LA มีคา 74.6 % ตามลําดับ จากนั้นวิไลวรรณและคณะ 

(2547) ไดทําการหาปริมาณโพรเจสเทอโรนในน้ํานมโคดวยเทคนิคเรดิโออิมมูโนเอสเสยที่

พัฒนาขึ้น โดยกองผลิตไอโซโทป สํานักงานพลังงานปรมาณูเพื่อสันติ เทคนิคที่ใชไดแกวิธี coated 

tubes ดวยแอนติบอดี โดยใชเวลาในการบมปฏิกิริยา 3 ชั่วโมง ชุดน้ํายาที่ผลิตไดมีความไวในการ

วิเคราะห 0.38 นาโนโมลตอลิตร มีความถูกตองและความแมนยําสูง และจากการวิเคราะห



27 

เปรียบเทียบกับวิธีอางอิง (FAO/IAEA method) พบวามีคาสัมประสิทธิ สหสัมพันธ (Correlation 

factor) เทากับ 0.9631 หลังจากนั้น Comin และคณะ (2005) ไดใชเทคนิค direct ELISA ในการ

ตรวจโพรเจสเทอโรนที่ปนเปอนในหางนม (Milk Whey) พบวาเทคนิคนี้สามารถนํามาตรวจ

วิเคราะหโพรเจสเทอโรนที่ปนเปอนไดระหวาง 0.05 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ถึง 2 นาโนกรัมตอ

มิลลิลิตร ซึ่งใหคา sensitivity limit ที่ระดับ 1.5 พิโคกรัมตอมิลลิลิตร เมื่อตรวจสอบความแมนยํา

โดยทํา intra และ inter-assay พบวามีคาสัมประสิทธิ์ความแปรปรวนเทากับ 8% และ 12% 

ตามลําดับ ในปตอมา Anupam และคณะ (2006) ไดทําการตรวจโพรเจสเทอโรนในซีรัม โดยอาศัย

เทคนิค ELISA ในการตรวจวัด ซึ่งไดมีการทดสอบการเชื่อมตอโพรเจสเทอโรนกับเอนไซมชนิด

ตางๆ  และเชื่อมตอโพรเจสเทอโรนกับโปรตีนชนิดตางๆ  เพื่อมาพัฒนาชุดตรวจสอบที่มี

ประสิทธิภาพสูง ผลการทดลองพบวาโพรเจสเทอโรนเชื่อมตอกับ เอนไซม alkalinephosphatase 

และ โพรเจสเทอโรนเชื่อมตอกับ BSA ดีที่สุด ซึ่งใหคา sensitivity limit ที่ระดับ 0.11 นาโนกรัมตอ

มิลลิลิตร เมื่อตรวจสอบความแมนยําโดยทํา intra-assay และ inter-assay พบวามีคาสัมประสิทธิ์

ความแปรปรวนเทากับ 5.1% และ 9.6% ตามลําดับ 

เนื่องจากในประเทศไทยยังไมมีการพัฒนาชุดตรวจโพรเจสเทอโรนโดยใชเทคนิคเอนไซม

ลิงคอิมมูโนซอรเบนตแอสเสย จึงตองทําการสั่งซื้อจากตางประเทศ ซึ่งมีราคาสูง ดังนั้นงานวิจัยนี้

จึงมีจุดประสงคที่จะพัฒนาชุดตรวจโพรเจสเทอโรน โดยใชเทคนิคเอนไซมลิงคอิมมูโนซอรเบนต

แอสเสย ซึ่งใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจากการพัฒนาของสถาบันเทคโนโลยีชีวภาพและ

วิศวกรรมพันธุศาสตร (สุปรีชา, 2548) ที่มีความจําเพาะตอโพรเจสเทอโรนสูง จากการกระตุนหนู

ดวยโพรเจสเทอโรนที่เชื่อมกับ BSA (Bovine serum albumin) โดยแอนติบอดีที่ไดสามารถวัด

ปริมาณโพรเจสเทอโรนไดต่ําสุด (Lower limit of detection; LOD) เทากับ 0.13 นาโนกรัมตอ

มิลลิลิตร โมโนโคนอลแอนติบอดีที่ไดมีไอโซไทปเปน IgG2a จึงนํามาเตรียมชุดตรวจสอบ            

โพรเจสเทอโรนดวยเทคนิค ELISA เพื่อใหไดชุดตรวจสอบที่มีประสิทธิภาพสําหรับการตรวจ

วิเคราะหโพรเจสเทอโรนตอไป 
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บทที่ 3 
 

อุปกรณและวิธีดําเนินการวิจัย 

3.1 เซลลทีใ่ชในงานวิจยั 
เซลลไฮบริโดมาผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอโพรเจสเทอโรน พฒันาจากหนวย

ปฏิบัติการวิจยัการผลิตแอนติบอดี สถาบันเทคโนโลยชีีวภาพและวศิวกรรมพนัธศุาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

     
3.2 เครื่องมือและอุปกรณที่ใชในงานวิจัย 
ตารางที่ 3.1 เครื่องมือและอุปกรณที่ใชในงานวิจยั 

วัสดุอุปกรณ แหลงที่มา 

1. เครื่องมือ  

- กลองจุลทรรศนชนิดหัวกลบั (Inverted    

   microscope)  

Nikon Corporation, Japan 
 

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

- เครื่องกวนแมเหล็ก (Magnetic stirrer) Corning, USA 

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

- เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสงสําหรับไตเตอร

เพลท (Multi-detection microplate reader)  

BIO-TEK® Instruments, Inc, USA 
 

- เครื่องวัดความเปนกรดเบส (pH meter)  Mettler Toledo Co., Ltd., Switzerland 

- เครื่องปนเหวี่ยงชนิดตั้งโตะ (Top bench     

  centrifuge)  

M.S.E. Ltd, England 

- เครื่อง Microtiterplate reader Titertek multiskan, Finland 

- ตูบมบรรยากาศคารบอนไดออกไซด Yamato Scientific Co.,Ltd., Japan 

- ตูปลอดเชื้อ (laminar flow)   Scientific Supply Co., Ltd., Thailand  

 - ปเปตตอัตโนมัต ิ Gilson, France 

- อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (water bath) Memmert, Germany 
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วัสดุอุปกรณ แหลงที่มา 

3. อุปกรณตางๆ 

     - กระบอกฉีดยาขนาด 1 และ 5 มิลลิลิตร 

     - ขวดแกว 

     - ขวดเลี้ยงเซลลขนาด 10 และ 250 

มิลลิลิตร 

     - เข็มฉีดยาขนาด 18G และ 21G 

     - จานทดสอบ ELISA ชนดิ 96 หลุม 

     - ชุดเพาะเลี้ยงเซลลพรอมเครื่องกวน 

(Spinner culture vessel and biological 

stirrer)       ขนาด 1 ลิตร 

     - ปเปตตแกว ขนาด 10 มิลลิลิตร 

     - หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร  

     - หลอดปนเหวีย่งขนาด 50 มิลลิลิตร  

 

 

Nipro, Thailand 

Boro, Germany 

Nunc, Denmark 

Nipro, Thailand 

Nunc, Denmark 

Techne, USA 

 

 

HBG, Germany 

Axygen, USA 

Nunc, Denmark 
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3.3 สารเคมีที่ใชในงานวิจัย  

ตารางที่ 3.2 สารเคมีที่ใชในงานวิจัย 

 

 

สารเคมีทีใ่ชในการวิจยั ลักษณะการใชงาน แหลงที่มา 

1. Acetonitrile เฟสเคลื่อนที่ใน HPLC Sigma-Aldrich, USA 

2. Aldosterone ทดสอบปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 

3. Aminohexanoyl-Biotin-N-

Hydroxysuccinimide 
เชื่อมตอกับแอนติบอดี Zymed, USA 

4.  Ammoniumpersulfate (APS) 
เตรียมเจลในเทคนิค SDS 

PAGE 
Sigma-Aldrich, USA 

5. BCA protein assay kit  วิเคราะหปริมาณโปรตีน Sigma-Aldrich, USA 

6. Bovine serum albumin 
โปรตีนมาตรฐานและใชเชื่อม

กับโพรเจสเทอโรน 
Sigma-Aldrich, USA 

7. Bromophenol blue เตรียมตัวอยาง SDS-PAGE Sigma-Aldrich, USA 

8. Cholesterol ทดสอบปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 

9. Citric acid เตรียมสารละลายบัฟเฟอร Merck, Germany 

10. Clenbuterol ทดสอบปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 

11.Coomassie Brilliant blue R-250 ยอมเจล SDS-PAGE Pierce, USA 

12. Corticosterone ทดสอบปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 
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ตารางที่ 3.2 สารเคมีที่ใชในการวิจัย (ตอ) 

สารเคมีทีใ่ชในการวิจยั ลักษณะการใชงาน แหลงที่มา 

13. Diethyl ether สกัดตัวอยางจากซีรัม Sigma-Aldrich, USA 

14. Dimethyl sulfoxide เตรียมอาหารเก็บเซลล Fluka, Switzerland 

15. Disodium 

hydrogenphosphate 

สวนประกอบของ 

สารละลายบฟัเฟอร 
Carloerba, USA 

16. Enrofloxacin ทดสอบปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 

17. Estradiol ทดสอบปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 

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

propyl) carbodiimide (EDC) 
สารเชื่อมตอ Sigma-Aldrich, USA 

19. Ethanol ตัวทําละลาย BDH, England 

20. Fetal calf serum (FCS) 
สวนประกอบของ 

อาหารเลีย้งเซลล 
Invitromex, USA 

21. Hydrogen peroxide เตรียมสับสเตรต Fluka, Switzerland 

22. Hydrochloric acid 
สวนประกอบของ 

สารละลายบฟัเฟอร 
Sigma-Aldrich, USA 

23. L-Glutamine 
สวนประกอบของ 

อาหารเลีย้งเซลล 
Sigma-Aldrich, USA 
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ตารางที่ 3.2 สารเคมีที่ใชในการวิจัย (ตอ) 

สารเคมีทีใ่ชในการวิจยั ลักษณะการใชงาน แหลงที่มา 

24. N-Hydroxysuccinimide 

(NHS) 
สารเชื่อมตอ Fluka, china 

25. Norfloxacin ทดสอบปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 

26. O-Phenylenediamine สารตั้งตนของปฏิกิริยา Abkem Iberia S.L., Spain 

27. Penicllin G ทดสอบปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 

28. Peroxidase-Goat Anti-

Mouse IgG (Gamma chain 

Specific) 

ทดสอบ ELISA Zymed, USA 

29. Progesterone 
เปนแฮปเทนและ 

ทดสอบปฏิกิริยาขาม 
Sigma-Aldrich, USA 

30. Progesterone-3-(O-

carboymethyl)oxime (P-3cmo) เชื่อมตอกับโปรตีน BSA Sigma-Aldrich, USA 

31. Progesterone-17α hydroxy ทดสอบปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 

32. RPMI 1640 medium  อาหารเลีย้งเซลล Biochrom  AG, Germany 

33. Salbutamol  ทดสอบปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 

34. Sodium bicarbonate 
สวนประกอบของ 

สารละลายบฟัเฟอร 
Sigma-Aldrich, USA 

35. Sodium carbonate เตรียมอาหารเลี้ยงเซลล Merck, Germany 
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ตารางที่ 3.2 สารเคมีที่ใชในการวิจัย (ตอ) 

 

สารเคมีทีใ่ชในการวิจยั ลักษณะการใชงาน แหลงที่มา 

36. Sodium chloride 
สวนประกอบของ 

สารละลายบฟัเฟอร 
Merck, Germany 

37. Sodium dihydrogen 

phosphate 

สวนประกอบของ 

สารละลายบฟัเฟอร 
Carlo erba, USA 

38. Sodium dodecyl sulphate 

(SDS) 

เตรียมเจลในเทคนิค  

SDS-PAGE 
Sigma-Aldrich, USA 

39. Streptomycin ทดสอบปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 

40. Sulfuric acid หยุดปฏิกิริยาของเอนไซม Merck, Germany 

41.Testosterone ทดสอบปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 

42. Tetracyclin ทดสอบปฏิกิริยาขาม Sigma-Aldrich, USA 

43. 3,3’,5,5’- 

tetramethylbenzidine (TMB) 
สารทําใหเกิดสีของปฏิกิริยา Sigma-Aldrich, USA 

44. Tween 20 
สารลดแรงตึงผิว 

สําหรับลางจานหลุม 

 

Sigma-Aldrich, USA 

46. Tris (hydroxymethyl) 

aminomethane 

สวนประกอบของ 

สารละลายบฟัเฟอร 
Merck, Germany 
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3.4 ขั้นตอนการดําเนินงานวจิัย 
3.4.1 การเลี้ยงเซลลไฮบรโิดมา  

3.4.1.1 การนาํเซลลไฮบริโดมาที่เก็บเปนระยะเวลานานมาเลี้ยง 

นําหลอดที่เก็บเซลลไฮบริโดมาที่มีความจําเพาะตอโพรเจสเทอโรน รหัสโคลน 

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

ไนโตรเจนเหลว หรือตูแชเยือกแข็ง -70 องศาเซลเซียส นํามาละลายในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิที่ 

37  องศาเซลเซียส ทันที เมื่อน้ํายาแชแข็งในหลอดละลายหมด จึงถายเซลลลงหลอดที่มีอาหาร

เลี้ยงเซลล RPMI 1640 (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร แลวนําไปปนเหวี่ยงใหเซลล

ตกตะกอนที่ความเร็ว 1500 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที ดูดอาหารเลี้ยงเซลลที่อยูดานบนทิ้ง เพื่อ

ลางน้ํายาแชแข็งออกจากเซลล จากนั้นนําเซลลไปเล้ียงในอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ที่มี FCS 

20 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ในขวดเลี้ยงเซลลขนาด 10 มิลลิลิตร เลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

ในตูเพาะเลี้ยงเซลลควบคุมระดับคารบอนไดออกไซดที่ 5 เปอรเซ็นต เลี้ยงไวประมาณ 2-3 วัน เมื่อ

เซลลเจริญเต็มขวด จึงทําการถายเซลลลงในอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ที่มี fetal calf serum 

(FCS) 10 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร โดยแบงใสในขวดเลี้ยงเซลลขนาด 10 มิลลิลิตร 2 ขวด เพื่อ

นําไปเลี้ยงเพิ่มจํานวนแอนติบอดีตอไป และอีกสวนนําไปเก็บอยางถาวรในไนโตรเจนเหลว 
 
3.4.1.2 การเก็บเซลลไฮบริโดมาเปนระยะเวลานาน 

นําเซลลไฮบริโดมาที่ไดจากขอ 3.4.1.1 ซึ่งเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ที่

มี FCS 10 เปอรเซ็นต โดยปริมาตร มาปนเหวี่ยงใหเซลลตกตะกอนที่ความเร็ว 1500 รอบตอนาที 

เปนเวลา 5 นาที จากนั้นดูดอาหารเลี้ยงเซลลที่อยูดานบนทิ้ง แลวเติมอาหารเลี้ยงเซลลที่มี 

Dimethyl sulfoxide (DMSO) 10 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรผสมอยู ขณะเย็น ลงไป 1 มิลลิลิตร ใชป

เปตเปาขึ้นลงเบาๆ จนเซลลเขากันดีกับน้ํายาแชแข็งเซลล จากนั้นถายเซลลลงในหลอดแชแข็ง

ขนาด 1.5 มิลลิลิตร นําไปเก็บที่อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง จากนั้นจึงยายไปเก็บ

ในไนโตรเจนเหลวที่อุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส ซึ่ง DMSO จะทําหนาที่ปองกันการเกิดผลึกอัน

จะสงผลใหเซลลเกิดความเสียหายระหวางการแชเย็น  
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3.4.1.3 การคัดเลือกเซลลไฮบริโดมาที่ผลิตแอนติบอดีที่มีความไวสูงตอ              

โพรเจสเทอโรน 

นําอาหารจากการเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาที่มีความจําเพาะตอโพรเจสเทอโรนจาก

ขอ 3.4.1.1 ที่มีรหัสโคลน 3/C9-F4, 3/D7-F4, 3/F7-F4, และ 5/G7-F4 มาทดสอบความจําเพาะ

และความไวตอ     โพรเจสเทอโรน โดยวิธี Indirect ELISA เร่ิมจากการเคลือบหลุมของจาน 96 

หลุมดวยโพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอกับ BSA ความเขมขน 2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร หลุมละ 100 

ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12-16 ชั่วโมง ลางดวย PBS ที่มี 0.05% 

Tween (PBST) 3 คร้ัง เติมสารละลายนมพรองมันเนย 5% หลุมละ 300 ไมโครลิตร บมที่ 37 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นนํามาลางดวย PBST 3 ครั้ง นําอาหารจากการเลี้ยง

เซลลไฮบริโดมาทั้ง 4 โคลน มาเจือจางดวย PBS ในอัตราสวน 1:5 – 1:400 แลวเติมลงในหลุมๆ

ละ 100 ไมโครลิตร นําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง จากนั้นนํามาลางดวย PBST 3 

คร้ัง เติมแอนติบอดีทุติยภูมิที่จําเพาะตอแอนติบอดีของหนูไมซที่มี HRP เชื่อมอยู (HPR-labelled 

goat anti-mouse IgG) ที่เจือจางดวย PBS ในอัตราสวน 1:5,000 ลงไปในหลุมๆละ 100 

ไมโครลิตร แลวนําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง ลางดวย PBST จํานวน 3 คร้ัง 

จากนั้นนํามาเติมสารละลายสับสเตรตของเอนไซม ซึ่งประกอบดวย TMB เขมขน 0.1 มิลลิกรัม

ตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และ H2O2 เขมขน 30 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ปริมาตร 3.4 

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

ไมโครลิตร บมในที่มืดอุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที เติม 1 M H2SO4 หลุมละ 100 ไมโครลิตร 

เพื่อหยุดปฏิกิริยาเอนไซม แลวนําไปวัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ดวย

เครื่อง ELISA microplate reader แลวคํานวณหาคา IC50 และ LOD ดวยโปรแกรมสําเร็จรูป 

GraphPad Prism 4.03 เพื่อเปรียบเทียบความไวของแอนติบอดีจากทั้ง 4 โคลนดังกลาว แลว

คัดเลือกเซลลไฮบริโดมาโคลนที่มีความไวสูงสุดโดยใหคา IC50 และ LOD ต่ําที่สุด มาเพิ่มจํานวน

แอนติบอดีตอไป 

 

3.4.1.4 การเลี้ยงเซลลและการเพิ่มจํานวนเซลลในภาชนะเลี้ยงเซลล 

นําเซลลไฮบริโดมาโคลนที่ผลิตแอนติบอดีที่มีความไวสูงสุดที่ไดจากขอ 3.4.1.3 มา

เล้ียงเพิ่มจํานวนในอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ที่มี FCS 10 เปอรเซ็นต โดยปริมาตร ในขวด

เลี้ยงเซลลปริมาตร 10 มิลลิลิตร เล้ียงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในตูเพาะเลี้ยงเซลลควบคุม

ระดับคารบอนไดออกไซดที่ 5 เปอรเซ็นต เปนเวลา 2 วัน จากนั้นถายลงภาชนะปริมาตร 50 
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มิลลิลิตร เลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในตูเพาะเลี้ยงเซลลควบคุมระดับคารบอนไดออกไซด

ที่ 5 เปอรเซ็นต เปนเวลา 2 วัน แลวทําการยายเซลลลงขวดเลี้ยงเซลลที่มีการปนกวนขนาด 1 ลิตร 

ปริมาตร 600 มิลลิลิตร ปนกวนดวยความเร็ว 20 รอบตอนาที เลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

ในตูเพาะเลี้ยงเซลลควบคุมระดับคารบอนไดออกไซดที่ 5 เปอรเซ็นต เล้ียงเซลลเปนเวลา 7-10 วัน 

จนกระทั่งไดปริมาณแอนติบอดีมากพอ จากนั้นจึงแบงใสหลอดนําไปปนเหวี่ยงใหเซลลตกตะกอน

ที่ความเร็ว 1500 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที แลวแยกสวนของเซลลที่ตกตะกอนทิ้งไป เก็บสวน

ของอาหารเลี้ยงเซลลซึ่งมีแอนติบอดีไว เพื่อนําแอนติบอดีที่ไดไปทําใหบริสุทธิ์ตอไป 
 

3.4.2 การเตรียมสารเชื่อมตอระหวางโพรเจสเทอโรนกับ BSA  
3.4.2.1 การเชื่อมตอโพรเจสเทอโรนกับ BSA (Hong และ Myung, 2002) 

เนื่องจากโพรเจสเทอโรนเปนสารที่มีโมเลกุลขนาดเล็กมีคุณสมบัติเปนแฮปเทน 

(hapten) ไมสามารถกระตุนการสรางแอนติบอดีและใชในการเคลือบจาน 96 หลุมที่ผลิตจาก

พลาสติกได ตองมีการเชื่อมแฮปเทนกับสารโมเลกุลใหญเชน โปรตีน  จึงทําการเชื่อมตอโพรเจส

เทอโรนกับ BSA โดยใช NHS และ EDC เปนสารเชื่อมตอ (coupling agent) โดยเริ่มจากการนํา

โพรเจสเทอโรน        คารบอกซีเมทิลออกไซม (P3cmo) 8 มิลลิกรัม NHS 6 มิลลิกรัม และ EDC 6 

มิลลิกรัม ละลายใน DMF 1 มิลลิลิตร เขยาชา ๆ เปนเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นเติมสารละลาย BSA 8 

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

อุณหภูมิหอง 2 ชั่วโมงแลวจึงนําไป ไดแอไลซดวย PBS ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยเปลี่ยน 

PBS 5 คร้ัง ทุกๆ 6 ชั่วโมง  

 

3.4.2.2 การวัดปริมาณโปรตีนของโพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอกับ BSA  

ทําการหาวิเคราะหปริมาณโปรตีนของ BSA ที่เชื่อมตอกับโพรเจสเทอโรนคาร

บอกซีเมทิลออกไซม (Bicinchoninic Acid Assay (BCA assay) โดยใชชุดทดสอบ BCATM 

Protein Assay Kit (PIERCE) เร่ิมจากเตรียม Working reagent ดวยการผสมรีเอเจนต A กับ รีเอ

เจนต B ในอัตราสวน 50:1 จากนั้นเตรียมสารมาตรฐาน BSA เจือจางที่ความเขมขน 0-1000 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และสารตัวอยาง (โพรเจสเทอโรนเชื่อมตอกับ BSA) โดยทําการเจือจางดวย 

PBS ซึ่งสารมาตรฐาน และสารตัวอยางเจือจางที่ความเจือจาง 2, 4, และ 8 เทา แลวเติมสาร

มาตรฐานและสารตัวอยางแตละความเขมขนลงในจานชนิด 96 หลุม หลุมละ 25 ไมโครลิตร เติม 

Working reagent ลงไปในหลุมที่มีสารมาตรฐานและสารตัวอยาง หลุมละ 200 ไมโครลิตร เขยา

จานชนิด 96 หลุมเบาๆ ประมาณ 30 วินาที กอนนําไปเขาตูบม 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 
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นาที จากนั้นนํา จานชนิด 96 หลุมออกมาวางไวใหเย็นลงที่อุณหภูมิหอง แลวนําไปวัดคาดูดกลืน

แสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร ดวยเครื่อง ELISA microplate reader 

  

3.4.2.3 การหาเปอรเซนตการจับของโพรเจสเทอโรนตอ BSA  

เนื่องจากในการเชื่อมตอกันระหวาง BSA กับโพรเจสเทอโรน  เปนการจับกัน

ระหวางหมูคารบอกซี (carboxylic group) ของโพรเจสเทอโรนและ หมูเอมีน (amino group) ของ 

BSA  ดังนั้นจึงสามารถวัดปริมาณหมูเอมีนของ BSA  ที่ไมจับกับโพรเจสเทอโรนไดโดยใชวิธี 

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

เทอโรนที่เชื่อมตอกับ BSA ใหมีความเขมขน 250  และ 500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ใน sodium 

bicarbonate buffer ความเขมขน 0.1 M, pH 8.5  เติมสารละลายปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงใน

จานชนิด 96 หลุม  แลวเติมสารละลาย TNBS ความเขมขน 0.5% (w/v) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร   

เขยาใหเขากัน บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นเติมสารละลาย Sodium 

Dodecyl Sulfate (SDS) ความเขมขน 10% (w/v) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร และสารละลาย HCl 

ความเขมขน 1 N ปริมาตร 50 ไมโครลิตร แลวนําไปวัดการดูดกลืนแสง ดวยเครื่อง 

microtiterplate reader ที่ความยาวคลื่น 335 นาโนเมตร คํานวณหาเปอรเซ็นตการจับกันระหวาง

โพรเจสเทอโรนตอ BSA จากคาการดูดกลืนแสงที่ลดลงของ BSA ที่มีโพรเจสเทอโรนจับ จากคา

การดูดกลืนแสงของ BSA ในรูปอิสระ 

 
3.4.3 การทําแอนติบอดีใหบริสุทธิ์  

3.4.3.1 การทําแอนติบอดีใหบริสุทธิ์โดยวิธี protein A affinity chromatography  

        เนื่องจากแอนติบอดีที่ไดจากรหัสโคลน 5/G7-F4 มีไอโซไทป IgG2a ซึ่งมีสัมพรรค

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

คอลัมนโปรตีน เอ เซฟาโรส (protein A sepharose) ในการทําแอนติบอดีใหบริสุทธิ์ โดยอาศัย

หลักการจับกันของแอนติบอดีกับ โปรตีน  เอ  ซึ่ ง เปนส วนประกอบในผนั ง เซลลของ 

Staphylococcus aureus สามารถเกิดอันตรกิริยากับแอนติบอดีไดโดยมีสัมพรรคภาพสูงที่คา pH  

8.0  เมื่อคา pH ต่ําลง อันตรกิริยาระหวางโปรตีน เอ กับแอนติบอดีจะมีสัมพรรคภาพต่ําลง จึง

สามารถแยกแอนติบอดีออกไดโดยมีวิธีการทําดังนี้ 

  โดยนําโปรตีน เอ เซฟาโรส 0.5 กรัม มาทําใหพองตัว โดยแชใน PBS 5 มิลลิลิตร 

เปนเวลา 1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิหอง แลวนําไปใสคอลัมน ปรับคอลัมนใหอยูในสภาพสมดุลโดยเติม 
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0.1 M phosphate buffer, pH 8 ปริมาตร  5 เทาของคอลัมน ลงในคอลัมนโปรตีน เอ เซฟาโรส 

ปรับ pH ของอาหารเลี้ยงเซลลที่ไดจากขอ 3.4.1.4 ใหเทากับ 8.1 โดยใช 1 M Tris buffer, pH 9.0  

แลวเติมลงในคอลัมนโดยใหมีอัตราการไหลเทากับ 1 มิลลิลิตรตอนาที ลางคอลัมนดวย 0.1 M 

phosphate buffer, pH 8.0 ปริมาตร  5 เทาของคอลัมน  จากนั้นจึงชะแอนติบอดีออกโดยใช 0.1 

M citrate buffer, pH 3.0  ปริมาตร  3 เทาของคอลัมน ใหมีอัตราการไหลเทากับ 1 มิลลิลิตรตอ

นาที พรอมกับเก็บสารละลายที่ออกจากคอลัมนใสหลอดทดลอง หลอดละ 1 มิลลิลิตร และปรับ 

pH สารละลายในหลอดทดลองใหเปน 7.4 โดยใช 1 M Tris buffer, pH 9.0 ปรับคอลัมนใหอยูใน

สภาพสมดุลโดยเติม 0.1 M phosphate buffer, pH 8.0 ปริมาตร  5 เทาของคอลัมน หลังจากนั้น

นําสารละลายในหลอดทดลองแตละหลอดไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร ดวยเครื่อง

สเปกโตรโฟโตมิเตอร แลวเก็บสารละลายในหลอดที่ใหคาการดูดกลืนแสงสูงมารวมกันนําไปได

แอไลซดวย PBS ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสโดยเปลี่ยน PBS 5 คร้ัง ทุก ๆ 6 ชั่วโมง (Hudson 

และ Hay, 1980) 

 

3.4.3.2 การหาปริมาณแอนติบอดีโดยการวัดคาการดูดกลืนแสง 

 หาปริมาณแอนติบอดีตามวธิีของ  Johnstone และ Thrope (1987) โดยนํา

สารละลายที่ไดแอไลซแลวไปวัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร คํานวณหา

ปริมาณแอนตบิอดีจากสูตร 

  

  ความเขมขนของแอนติบอดี (IgG)(มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) = คาการดูดกลืนแสงที ่280 นาโนเมตร 

                                                                                            extinction coefficient ของ IgG   

 

หมายเหต ุ   คา extinction coefficient ของสารละลาย IgG 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ที่ความยาว

คลื่น 280 นาโนเมตร มีคา 1.35 (Johnstone และ Thrope, 1987) 

 

3.4.3.3 การวัดปริมาณโปรตีนดวยวิธี BCA 

 ทําการหาปริมาณโปรตีนของแอนติบอดีดวยการใชชุดทดสอบ BCATM Protein 

Assay  Kit เชนเดียวกันกับในการทดลองที่ 3.4.2.1 โดยเจือจางแอนติบอดีที่ผานการทําใหบริสุทธิ์

แลวที่อัตราการเจือจาง 2, 4 และ 8 เทา แลววิเคราะหปริมาณโปรตีนเทียบกับสารมาตรฐาน BSA  
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3.4.3.4 การหาปริมาณแอนติบอดีดวยวิธี ELISA 

นําแอนติบอดีที่ทําใหบริสุทธิ์แลว มาเจือจางใหมีปริมาณ IgG เขมขน 0-100          

นาโนกรัมตอมิลลิลิตร (จาก 3.4.3.2) ทําปฏิกิริยากับแอนติเจนโดยวิธี Indirect ELISA สรางกราฟ

มาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของแอนติบอดีที่ไดกับคาการดูดกลืนแสงที่ 

450 นาโนเมตร จากน้ันหาปริมาณแอนติบอดีในอาหารที่ไดจากการเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาโดย

เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานที่ได 

 

3.4.3.5 การหามวลโมเลกุลของแอนติบอดีหลังจากทําใหบริสุทธิ์ดวยเทคนิค 

SDS-PAGE  

การหามวลโมเลกุลของแอนติบอดีหลังจากทําใหบริสุทธิ์แลวนิยมใชเทคนิค SDS-

PAGE (SDS-Polyacrylamide Gel Electrophoresis) ซึ่งมีหลักการคือ ใชสนามไฟฟาแยก

โปรตีนผาน polyacrylamide ซึ่งมีรูพรุนขนาดตางๆ กัน เปนผลใหเกิด sieving properties โดย

โปรตีนจะทําปฏิกิริยากับ 2-Mecaptoethanol (2-ME) ทําใหพันธะไดซัลไฟดแตกออก และโปรตีน

ถูกทําใหมีประจุเปนลบโดย SDS ทําใหโปรตีนที่มีขนาดตางกัน จะมีการเคลื่อนตัวที่ไมเทากัน ตัว

เล็กจะเคลื่อนที่ไปไดระยะทางไกลกวา เมื่อทํา electrophoresis เสรจ็แลวจะนําเจลมายอมสีหา

แถบโปรตีน เมื่อทําเทียบกับโปรตีนที่รูขนาดแนนอน ทําใหทราบน้ําหนักโมเลกุลของตัวอยางได 

เมื่อเปรียบเทียบกับระยะทางการเคลื่อนที่ของโปรตีนมาตรฐานที่ทราบมวลโมเลกุลจะทําใหทราบ

ถึงขนาดของหนวยยอยของสายพอลิเปปไทดของแอนติบอดีที่ได (คูมือปฏิบัติการภูมิคุมกันวิทยา 

322 หนา 49-53) 

              ในการเตรียมเจลเพื่อใชแยกแอนติบอดี จะเตรียม 10% separating gel (แสดง

ในภาคผนวก ข) ดวย Miniprotean II Dual Slab Cell (Bio-Rad) โดยมีความกวาง 5 เซนติเมตร 

ยาว 8 เซนติเมตร และหนา 1.5 มิลลิเมตร เติมน้ําที่ผานการฆาเชื้อดวยความรอน ขางละ 100 

ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไวเพื่อให separating gel เกิด polymerization อยางสมบูรณ เมื่อเจลแขง็ตัวแลว

เท 5% stacking gel ที่ดานบนของ separating gel ตั้งทิ้งไวให stacking gel เกิด 

polymerization อยางนอย 30 นาที 

             ทําการแยกแอนติบอดีโดย นําชุดของเจลที่เตรียมไดไปใสใน electrophoresis 

chamber ที่มี electrode buffer ทั้งสวนบนและลางของ chamber  นําตัวอยางแอนติบอดีกอนทํา

ใหบริสุทธิ์และหลังทําใหบริสุทธิ์ มีปริมาณโปรตีนรวมหลุมละ 5 ไมโครกรัม มาเติม loading dye  

ที่มี 10% beta-mercaptoethanal  ในอัตราสวน ตัวอยาง ตอ loading dye (1:1 (โดยปริมาตร)) 
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นําไปตมที่ 99 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที ดวยเครื่อง thermo mixer compact สวนหลุมของ 

marker มีปริมาณ 2.5 ไมโครลิตร จากนั้นนําชุดของเจลไปใสใน electrophoresis chamber ที่มี 

electrode buffer ทั้งสวนบนและลางของ chamber เร่ิมการแยกโปรตีนโดยใหกระแสไฟฟาที่มี

ความตางศักยคงที่ที่ 100 โวลต เปนเวลา 90  นาที จนแถบสีของ 1x loading dye เคลื่อนไปจน

เกือบถึงปลายเจลจึงหยุดใหกระแสไฟฟา นําเจลที่ไดไปยอมสีดวย Coomassie blue เปนเวลา 15 

นาที และลางสีออกจนหมดดวยสารละลาย destain  

 

3.4.3.6 การทดสอบความจําเพาะของแอนติบอดีหลังการทําใหบริสุทธิ์ตอ              

โพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ 

หลังจากทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหบริสุทธิ์ ไดทําการทดสอบวาโมโนโคลนอล

แอนติบอดีที่ไดยังมีความสามารถในการจับกับโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระอยูหรือไม โดยวิธี 

indirect ELISA ซึ่งในการทํา indirect ELISA ไมสามารถเคลือบโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระบน

จานชนิด 96 หลุมไดโดยตรงจะตองใชโพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอกับสารโมเลกุลขนาดใหญ เชน 

โปรตีน ดังนั้นเพื่อเปนการยืนยันวาแอนติบอดีที่คัดเลือกไดนั้นสามารถจับแบบจําเพาะกับโพรเจส

เทอโรนในรูปอิสระ จึงตองใชหลักการแยงจับโดยวิธี indirect competitive ELISA ซึ่งมีวิธีการ

ทดสอบคือ เตรียมสาร        โพรเจสเทอโรนที่ความเขมขน ตั้งแต 0 - 1000 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร 

แลวนํามาผสมกับแอนติบอดีโดยผสมในอัตราสวน 1:1 (โดยปริมาตร) แลวทําการทดสอบดวยวิธี 

indirect ELISA ตามขั้นตอนในขอ 3.4.1.3 โดยทาํการเติมแอนติบอดีที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แทน

อาหารเลี้ยงเซลล 
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3.4.4 การเตรียมชุดตรวจสอบ 
ทําการออกแบบชุดตรวจสอบทั้งหมด 4 แบบ คือ 

- Direct competitive ELISA (Ag captured) 

- Direct competitive ELISA (Ag captured) ที่เคลือบหลุมดวยแอนติบอดีของ

แพะที่จําเพาะตอแอนติบอดีของหนูไมซ 

- Indirect competitive ELISA (Ab captured) 

- Direct competitive ELISA (Ab captured) 

โดยชุดตรวจสอบแตละแบบมีข้ันตอนการเตรียมที่แตกตางกัน และมีการศึกษาอัตราสวนที่

เหมาะสมของแอนติเจนและแอนติบอดี เพื่อใหไดชุดชุดตรวจสอบตนแบบที่มีความไวตอ                  

โพรเจสเทอโรนสูงสุด จึงออกแบบชุดตรวจสอบทั้ง 4 แบบตามขั้นตอนดังนี้ 

 

3.4.4.1 การเตรียมชุดตรวจสอบแบบ Direct competitive ELISA                  

(Ag captured) 

ชุดตรวจสอบแบบ Direct competitive ELISA (Ag captured) เตรียมโดยเริ่ม

จากการเคลือบแอนติบอดีที่มีความจําเพาะตอโพรเจสเทอโรนบนจานชนิด 96 หลุม หลุมละ 100 

ไมโครลิตร  บมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12-16 ชั่วโมง จากนั้นลางดวย PBS ที่มี 

0.05% Tween  จํานวน 3 คร้ัง เติมสารละลายนมพรองมันเนย 5% หลุมละ 300 ไมโครลิตร บมที่ 

37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นลางดวย PBS ที่มี 0.05% Tween  จํานวน 3 คร้ัง 

เติมโพรเจสเทอโรน ในรูปอิสระที่ความเขมขนตาง ๆใน PBS ลงไปพรอมกับโพรเจสเทอโรนที่

เชื่อมตอกับ HRP หลุมละ 100 ไมโครลิตร นําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง 

จากนั้นนํามาลางดวย PBS ที่มี 0.05% Tween  จํานวน  3 คร้ัง เติมสารละลายสับสเตรทของ

เอนไซม ซึ่งประกอบดวย TMB และ H2O2 ละลายใน 0.1 M sodium acetate buffer pH 6 หลุม

ละ 100 ไมโครลิตร  บมในที่มืด ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 20 นาที แลวหยุดปฏิกิริยาเอนไซมดวย

การเติม 1 M H2SO4 หลุมละ 100 ไมโครลิตร จากนั้นนําไปวัดคาดูดกลืนแสง 450 นาโนเมตร โดย

เครื่อง ELISA microplate reader 

  ในการเตรียมชุดตรวจสอบแบบ Direct competitive ELISA (Ag captured) นี้ 

ตองทําการเชื่อมตอระหวางโพรเจสเทอโรนกับ hoseradish peroxidase (HRP) เพื่อใชเปนตัว

แขงขันกับ โพรเจสเทอโรนในรูปอิสระซึ่งมีขั้นตอนดังนี้ 
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3.4.4.1.1 การเชื่อมตอโพรเจสเทอโรนกับฮอรสราดิชเพอรออกซิเดส 

(Progesterone-HRP)  

   การเชื่อมตอโพรเจสเทอโรนเขากับฮอรสราดิชเพอรออกซิเดส ทําไดโดย

อาศัยเทคนิคคารโบไดไมด (Cabodiimide) นําสาร NHS (N-hydroxysuccinamide) 6 มิลลิกรัม  

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

โรน 8  มิลลิกรัมที่ละลายใน Dimethylformamide (DMF) 1 มิลลิลิตร  เขยาชา ๆ แลวบมที่

อุณหภูมิหองขามคืน จากนั้นเติมสารละลาย HRP 11.3 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรลงไป กวนเบา ๆ ที่

อุณหภูมิหอง 2 ชั่วโมงแลวจึงนําไปไดแอไลซดวย PBS ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยเปลี่ยน 

PBS  5 คร้ัง ทุกๆ  6 ชั่วโมง แลวทําการตรวจสอบการเชื่อมตอดวยวิธี Direct ELISA ในขอ 3.4.4.1  

 

3.4.4.1.2 การหาอัตราสวนที่เหมาะสมของแอนติบอดีกบัโพรเจสเทอโรน

ที่เชื่อมตอกับ HRP  

   หลังจากทําการเชื่อมตอโพรเจสเทอโรนกับฮอรสราดิชเพอรออกซิเดสแลว

ทําการหาอัตราสวนที่เหมาะสมของแอนติบอดีกับโพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอกับ HRP สําหรับการ

วิเคราะห ดวยวิธี Direct ELISA กอนที่จะนํามาทดสอบกับโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ เร่ิมจากการ

เคลือบพื้นผิวในแตละหลุมของจานชนิด 96 หลุม ดวยแอนติบอดีที่ความเขมขน 0.125, 0.25, 0.5, 

1 และ 2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

12-16 ชั่วโมง ลางแตละหลุมดวย PBST 3 คร้ัง เติมสารละลายนมพรองมันเนย 5% หลุมละ 300 

ไมโครลิตร และทําการบมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง แลวลางดวย PBST 3 คร้ัง เติม

โพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอกับ HRP ที่เจือจาง 1:1,000–1:10,000 หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมที่ 37 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง แลวลางดวย PBST 3 คร้ัง เติมสารละลายสับสเตรต ซึ่ง

ประกอบดวย TMB และ H2O2 ละลายใน 0.1 M sodium citrate buffer, pH 6.0 หลุมละ 100 

ไมโครลิตร  บมในที่มืด ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที แลวหยุดปฏิกิริยาเอนไซมดวยการเติม 1 

M H2SO4 หลุมละ 100 ไมโครลิตร จากนั้นนําไปวัดคาดูดกลืนแสง 450 นาโนเมตร ดวยเครื่อง 

ELISA microplate reader 
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3.4.4.1.3 การทดสอบหาความไวของชุดตรวจสอบ ดวยวิธี Direct 

competitive ELISA (Ag captured)  

การทดสอบหาความไวของชุดตรวจสอบ  ศึกษาจากความไวของ

แอนติบอดีตอโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ โดยทําการแปรความเขมขนของโพรเจสเทอโรนในรูป

อิสระต้ังแต        0-1000 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร นําไปทดสอบกับแอนติบอดีและโพรเจสเทอโรนที่

เชื่อมตอกับ HRP ที่เลือกมาทั้ง 3 คา จาก 3.4.4.1.2 ดวยวิธี Direct competitive ELISA (Ag 

captured) โดยมตีัวควบคุมลบ คือ หลุมที่ไมมีโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ และตัวควบคุมบวก คือ 

หลุมที่มีโพรเจสเทอโรนที่มีความเขมขนสูงที่สุดเทากับ 1,000 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร หาความไว

ของแตละอัตราสวนที่ได นําไปเปรียบเทียบกับชุดตรวจสอบแบบอื่นตอไป 

 

3.4.4.2 การเตรียมชุดตรวจสอบแบบ Direct competitive ELISA (Ag 

captured)    ที่เคลือบหลุมดวยแอนตบิอดีของแพะที่จําเพาะตอแอนติบอดีของหนูไมซ 

  ชุดตรวจสอบแบบ Direct competitive ELISA (Ag captured) ที่เคลือบหลุมดวย

แอนติบอดีของแพะที่จําเพาะตอแอนติบอดีของหนู เตรียมโดยเริ่มจากเคลือบพื้นผิวในแตละหลุม

บนจานชนิด 96 หลุมดวยแอนติบอดีของแพะที่จําเพาะตอแอนติบอดีของหนู หลุมละ 100 

ไมโครลิตร ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12-16 ชั่วโมง จากนั้นลางหลุมดวย PBST 3 คร้ัง 

เติมสารละลายนมพรองมันเนย 5% หลุมละ 300 ไมโครลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 

ชั่วโมง ลางแตละหลุมดวย PBST 3 คร้ัง เติมโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระเจือจางที่ความเขมขนตางๆ 

หลุมละ 50 ไมโครลิตร กับโพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอกับ HRP หลุมละ 25 ไมโครลิตร และ

แอนติบอดีหลุมละ 25 ไมโครลิตร นําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง ลางแตละหลุมดวย 

PBSTจํานวน 3 คร้ัง เติมสารละลายสับสเตรต ของเอนไซม ประกอบดวย TMB และ H2O2 ละลาย

ใน 0.1 M sodium citrate buffer, pH 6.0 หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมในที่มืด ที่อุณหภูมิหอง เปน

เวลา 30 นาที แลวหยุดปฏิกิริยาเอนไซมดวยการเติม 1 M H2SO4 หลุมละ 100 ไมโครลิตร จากนั้น

นําไปวัดคาดูดกลืนแสง 450 นาโนเมตร โดยเครื่อง ELISA microplate reader 

 

3.4.4.2.1 การหาอัตราสวนที่เหมาะสมของแอนติบอดี และ                 

โพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอกับ HRP  

ทําการหาอัตราสวนระหวางแอนติบอดีกับโพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอกับ 
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HRP ที่เหมาะสมสําหรับการการวิเคราะหดวยวิธี Direct ELISA โดยเลือกความเขมขนของ

แอนติบอดีของแพะที่จําเพาะตอแอนติบอดีของหนูที่เจือจาง 1:500 และทําการแปรความเขมขน

ของแอนติบอดี 0.125, 0.25, 0.5, 1, 2, 4 และ 8 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ โพรเจสเทอโรนที่

เชื่อมตอกับ HRP ที่เจือจาง 1:4,000 ถึง 1:64,000 แลวทําการทดลองเชนเดียวกันกับข้ันตอน ใน

ขอ 3.4.4.2 
 
3.4.4.2.2 การทดสอบหาความไวของชุดตรวจสอบ ดวยวิธี Direct 

competitive ELISA (Ag captured) ที่เคลือบหลุมดวยแอนติบอดีของแพะที่จําเพาะตอ

แอนติบอดีของหนูไมซ 

ทดสอบหาความไวของชุดตรวจสอบแบบ Direct competitive ELISA 

(Ag captured) ที่เคลือบหลุมดวยแอนติบอดีของแพะที่จําเพาะตอแอนติบอดีของหนูไมซ โดย

ศึกษาจากความไวของแอนติบอดีตอโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ เร่ิมจากการแปรความเขมขนของโพ

รเจสเทอโรนในรูปอิสระต้ังแต 0-1,000 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร นําไปทดสอบกับแอนติบอดีกับโพ

รเจสเทอโรนที่เชื่อมตอกับ HRP ที่เลือกมาทั้ง 3 คา จากขอ 3.4.4.2.1 ดวยวิธี Direct competitive 

ELISA (Ag captured) โดยมีตัวควบคุมลบ คือ หลุมที่ไมมีโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ และตัว

ควบคุมบวก คือ หลุมที่มีโพรเจสเทอโรนที่มีความเขมขนสูงที่สุดเทากับ 1,000 นาโนกรัมตอ

มิลลิลิตร แลวนําไปหาความไวของแตละอัตราสวน เพื่อนําไปเลือกเปนชุดตรวจสอบตนแบบตอไป 

 

3.4.4.3 การเตรียมชุดตรวจสอบแบบ Indirect competitive ELISA               

(Ab captured) 

ชุดตรวจสอบแบบ Indirect competitive ELISA (Ab captured) เตรียมโดยเริ่ม

จากเคลือบพื้นผิวของจาน 96 หลุม ดวยโพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอกับ BSA ที่ไดจากการทดลองใน

ขอ 3.4.2.1 หลุมละ 100 ไมโครลิตร แลวบมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12-16 ชั่วโมง 

นําแตละหลุมมาลางดวย PBST 3 คร้ัง เติมสารละลายนมพรองมันเนย 5% หลุมละ 300 

ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง ลางหลุมดวย PBST 3 คร้ัง เติมโพ

รเจสเทอโรนในรูปอิสระที่ความเขมขนตางๆ ลงไป 50 ไมโครลิตร และแอนติบอดี หลุมละ 50 

ไมโครลิตร นําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง ลางแตละหลุมดวย PBST 3 คร้ัง เติม

แอนติบอดีทุติยภูมิที่จําเพาะตอแอนติบอดีของหนู เชื่อมอยูกับ HRP (HPR-labelled goat anti-

mouse IgG) ที่เจือจาง 1:5,000 ใน PBS หลุมละ 100 ไมโครลิตร แลวบมที่ 37 องศาเซลเซียส 1 
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ชั่วโมง ลางหลุมดวย PBST 3 คร้ัง เติมสารละลายสับสเตรต ของเอนไซม ประกอบดวย TMB และ 

H2O2 ละลายใน 0.1 M sodium citrate buffer, pH 6.0 หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมในที่มืด

อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที เติม 1 M H2SO4 หลุมละ 100 ไมโครลิตร เพื่อหยุดปฏิกิริยา

เอนไซม แลวนําไปวัดคาดูดกลืนแสง 450 นาโนเมตร ดวยเครื่อง ELISA microplate reader 

 

3.4.4.3.1 การหาอัตราสวนที่เหมาะสมของโพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอ        

กับ BSA และแอนติบอดี 

 

                 หาอัตราสวนที่เหมาะสมของแอนติบอดีกับโพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอกับ 

BSA โดยการแปรความเขมขนของแอนติบอดี 10, 50, 100, 150, 200, 250 และ 300 นาโนกรัม

ตอมลิลิลิตร กับโพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอกับ BSA 0.25, 0.5, 0.75, 1 และ 1.5 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร แลวนํามาทดสอบดวยวิธี Indirect ELISA เชนเดียวกับการทดลองในขอ 3.4.4.3  

 

3.4.4.3.2 การทดสอบหาความไวของชุดตรวจสอบ ดวยวิธี Indirect 

competitive ELISA (Ab captured)  

ทดสอบหาความไวของชุดตรวจสอบแบบ Indirect competitive ELISA 

(Ab captured) โดยศึกษาจากความไวของแอนติบอดีตอโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ โดยใช

อัตราสวนระหวางแอนติบอดีกับ โพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอกับ BSA ที่เหมาะสมจากขอ 3.4.4.3.1 

มาทดสอบกับโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระที่ความเขมขน 0-1000 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ดวยวิธี 

Indirect competitive ELISA โดยมีตัวควบคุมลบ คือ หลุมที่ไมมีโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ และ

ตัวควบคุมบวก คือ หลุมที่มีโพรเจสเทอโรนที่มีความเขมขนสูงที่สุดเทากับ 1,000 นาโนกรัมตอ

มิลลิลิตร หาความไวของแตละอัตราสวน เพื่อนําไปเลือกเปนชุดตรวจสอบตนแบบตอไป 

 

3.4.4.4 การเตรียมชุดตรวจสอบแบบ Direct competitive ELISA                  

(Ab captured)  

ทําการเคลือบโพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอกับ BSA บนพื้นผิวในของจานชนิด 96  

หลุมๆ ละ 100 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12-16 ชั่วโมง แลวลางดวย 

PBST 3 คร้ัง เติมสารละลายนมพรองมันเนย 5% หลุมละ 300 ไมโครลิตร นําไปบมที่ 37 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง ลางแตละหลุมดวย PBST 3 ครั้ง เติมโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระเจือ
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จางที่ความเขมขนตางๆ ลงไปพรอมกับแอนติบอดีที่เชื่อมตอกับไบโอติน จากขอ 3.4.4.4.1 หลุมละ 

100 ไมโครลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง จากนั้นลางแตละหลุมดวย PBST 3 คร้ัง 

เติม streptavidin-HRP ซึ่งจําเพาะตอไบโอตินที่ความเขมขน 1:4,000 หลุมละ 100 ไมโครลิตร บม

ที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ลางแตละหลุมดวย PBST 3 คร้ัง จากนั้นนํามาเติม

สารละลายสับสเตรตของเอนไซม ประกอบดวย TMB และ H2O2 ละลายใน sodium acetate 

buffer หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมในที่มืดอุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที เติม 1 M H2SO4 หลุม

ละ 100 ไมโครลิตร เพื่อหยุดปฏิกิริยาเอนไซม แลวทําการวัดคาดูดกลืนแสง 450 นาโนเมตร ดวย

เครื่อง ELISA microplate reader 

 

3.4.4.4.1 การเชื่อมตอระหวางแอนติบอดีกับไบโอติน (คูมือการใชงาน

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

   การเชื่อมตอแอนติบอดี กับไบโอติน เร่ิมจากนําแอนติบอดี 1.5 มลิลิกรัม

ไปไดแอไลซิสใน 0.1 M carbonate buffer pH 8.4 ขามคืน แลวทําการเติมไบโอติน 100 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ที่ละลายใน DMSO กวนเบาเปนเวลา 4 ชั่วโมงที่อุณหภูมิหอง แลวนําไป 

ไดแอไลซิสใน PBS ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปลี่ยน PBS 3 คร้ังทุกๆ 6 ชั่วโมง 

 

3.4.4.4.2 การหาอัตราสวนที่เหมาะสมของโพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอกับ  

BSA กับ แอนติบอดีที่เชื่อมตอกับไบโอติน  

หาอัตราสวนที่เหมาะสมระหวางโพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอกับ BSA กับ

แอนติบอดีที่เชื่อมตอกับไบโอตินที่ใหคาการดูดกลืนแสงที่เหมาะสมแกการเตรียมเปนชุดตรวจสอบ 

ทําโดยการแปรความเขมขนของโพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอกับ BSA 0.125, 0.25, 0.5 และ 1 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และแอนติบอดีที่เชื่อมตอกับไบโอติน 1:1,000, 1:2,000, 1:4,000, 

1:8,000, 1:16,000, 1:32,000 และ 1:64,000 แลวนํามาทดสอบดวยวิธี Direct ELISA โดยเริ่ม

จากการเคลือบพื้นผิวดานในหลุมของจาน 96 หลุมดวยโพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอกับ BSA บมที่

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12-16 ชั่วโมง เติมสารละลายนมพรองมันเนย 5% หลุมละ 

300 ไมโครลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง ลางแตละหลุมดวย PBST จํานวน 3 

คร้ัง เติมแอนติบอดีที่เชื่อมตอกับ   ไบโอติน ที่ไดจากขอ 3.4.4.4.1 หลุมละ 100 ไมโครลิตร นําไป

บมที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง แลวลางหลุมดวย PBST จํานวน 3 คร้ัง เติม streptavidin-

HRP ลงไปที่ความเขมขน 1:4000 หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมนาน 10 นาที ที่ 37 องศาเซลเซียส 



47 

แลวลางแตละหลุมดวย PBST 3 คร้ัง จากนั้นนํามาเติมสารละลายสับสเตรต ซึ่งประกอบดวย 

TMB และ H2O2 ละลายใน sodium acetate buffer หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมในที่มืด

อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที เติม 1 M H2SO4 หลุมละ 100 ไมโครลิตร เพื่อหยุดปฏิกิริยา

เอนไซม วัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ดวยเครื่อง ELISA microplate reader 

 

3.4.4.4.3 การทดสอบหาความไวของชุดตรวจสอบ ดวยวิธี Direct 

competitive ELISA (Ab captured) 

ทดสอบหาความไวของชุดตรวจสอบแบบ Direct competitive ELISA 

(Ab captured) โดยศึกษาจากความไวของแอนติบอดีตอโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ นําอัตราสวน

ระหวางโพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอกับ BSA กับ แอนติบอดีที่เชื่อมตอกับไบโอตินที่ไดจากขอ 

3.4.4.4.2 มาทดสอบกับโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระที่ความเขมขน 0-1,000 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร 

ดวยวิธี Direct competitive ELISA (Ab captured) โดยมีตัวควบคุมลบ คือ หลุมที่ไมมี             

โพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ และตัวควบคุมบวก คือ หลุมที่มีโพรเจสเทอโรนที่มีความเขมขนสูงที่สุด

เทากับ 1,000 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร หาความไวของแตละอัตราสวน เพื่อนําไปเลือกเปนชุด

ตรวจสอบตนแบบตอไป 

 

3.4.4.5 การทดสอบความไว (Sensitivity) ของชุดตรวจสอบ (ธารารัชต, 2545) 

ทําการทดสอบความไวของชุดตรวจสอบแบบตางๆทั้ง 4 แบบขางตน ดังนี้ 

นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดจากผล ELISA มาคํานวณหาคา IC50 ดวยโปรแกรม 

สําเร็จรูป GraphPad Prism 4.03 โดยสมการที่ใชในการคํานวณคือ  

 

    IC50 = 50% B/B0 

เมื่อ B  คือ  คาการดูดกลืนแสงจาก ELISA ที่มีแอนติเจนที่ความเขมขนตางๆ 

B0 คือ  คาการดูดกลืนแสงจาก ELISA ที่ไมมีแอนติเจน 
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3.4.5  การเตรียมชุดตรวจสอบตนแบบ ดวยวิธี Direct competitive ELISA            
(Ab captured) 

จากการเปรียบเทียบความไวของชุดตรวจสอบทั้ง 4 แบบขางตน กับโพรเจสเทอ

โรนในรูปอิสระ พบวาชุดตรวจสอบตนแบบที่มีความเหมาะสมมากที่สุด คือ ชุดตรวจสอบแบบ 

Direct competitive ELISA (Ab captured) จึงนํามาเปนชุดตรวจสอบตนแบบ โดยทําการศึกษา

ในดานตางๆ ดังตอไปนี้ 

3.4.5.1 การสรางกราฟมาตรฐาน 

ทําการเคลอืบโพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอกับ BSA ความเขมขน 0.125 ไมโครกรัม

ตอมิลลิลิตร บนพื้นผิวในของจานชนิด 96 หลุมๆ ละ 100 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 12-16 ชั่วโมง แลวลางดวย PBST 3 คร้ัง เติมสารละลายนมพรองมันเนย 5% 

หลุมละ 300 ไมโครลิตร นําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง ลางแตละหลุมดวย 

PBST 3 คร้ัง เติม    โพรเจสเทอโรนในรูปอิสระเจือจางที่ความเขมขน 0, 1, 2.5, 5, 10, 25, และ 50 

นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ลงไปพรอมกับแอนติบอดีที่เชื่อมตอกับไบโอติน ความเขมขน 1:8,000 หลุม

ละ 100 ไมโครลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง จากนั้นลางแตละหลุมดวย PBST 3 

คร้ัง เติม streptavidin-HRP ซึ่งจําเพาะตอไบโอตินที่ความเขมขน 1:4,000 หลุมละ 100 

ไมโครลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ลางแตละหลุมดวย PBST 3 คร้ัง จากนั้น

นํามาเติมสารละลายสับสเตรตของเอนไซม ประกอบดวย TMB และ H2O2 ละลายใน sodium 

acetate buffer หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมในที่มืดอุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที เติม 1 M 

H2SO4 หลุมละ 100 ไมโครลิตร เพื่อหยุดปฏิกิริยาเอนไซม แลวทําการวัดคาดูดกลืนแสง 450 นาโน

เมตร ดวยเครื่อง ELISA microplate reader 

 

3.4.5.2 การศึกษาผลของเวลาและอุณหภูมิที่ใชในการบมโพรเจสเทอโรนที่

เชื่อมตอ BSA กับแอนติบอดีที่เชื่อมตอไบโอติน และโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ 

ในการเตรียมชุดตรวจสอบ อุณหภูมิที่ใชในการบมโพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอ BSA 

กับแอนติบอดีที่เชื่อมตอไบโอติน และโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ คือ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 

ชั่วโมง ซึ่งในการปฏิบัติงานจริงจะตองเตรียมชุดตรวจสอบใหสะดวกตอการใชงานมากที่สุด จึงทํา

การแปร  อุณภูมิและเวลาดังในตารางที่ 3.3  
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ตารางที่ 3.3 เวลาและอุณหภูมิที่ทําการทดสอบในการทํา ELISA 

 

 เวลาที่ใชในการบม 

(ชั่วโมง) 

อุณหภูมิที่ใชในการบม 

(องศาเซลเซยีส) 

1 2 37 

2 2 อุณหภูมิหอง 

3 1:30 37 

4 1:30 อุณหภูมิหอง 

5 1 37 

6 1 อุณหภูมิหอง 

 

3.4.5.3 การทดสอบปฏิกิริยาขามของชุดตรวจสอบโพรเจสเทอโรน (ธารารัชต,  

2545) 

ทดสอบการเกิดปฏิกิริยาขามกับสารในกลุมฮอรโมนสเตอรอยดและนอกกลุม

ฮอรโมนสเตอรอยดของชุดตรวจสอบตนแบบ ดวยวิธี Direct competitive ELISA (Ab captured) 

ตามวิธีในขอ 3.4.5.1 สารในกลุมฮอรโมนสเตอรอยดที่นํามาทดสอบ ไดแก โพรเจสเทอโรน-17 

แอลฟาไฮดรอกซี (Progesterone-17α hydroxyl) เทสโทสเทอโรน (Testosterone) คอรทิโคส

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

เทอโรน (Aldosterone) สวนสารนอกกลุมฮอรโมนสเตอรอยดที่ทดสอบมีดังนี้ เพนิซิลลินจี 

(Penicillin G) เททราไซคลิน (Tetracycline) สเตรปโตมัยซิน (Streptomycin) นอรฟลอกซาซิน 

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

ทามอล (Salbutamol) โดยใชความเขมขน 20 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  

นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดจากผล ELISA มาหาคา IC50 ดวยโปรแกรม GraphPad Prism 

4.03 โดยคิดเปน 50% B/B0   

IC50 = 50% B/B0 

เมื่อ B คือ คาการดูดกลืนแสงของผล ELISA ที่มีแอนติเจนที่ตองการวัดปฏิกิริยาขามที่ 

 ความเขมขนตางๆ  

 B0  คือ คาการดูดกลืนแสงของผล ELISA ที่ไมมีแอนติเจนที่ตองการวัดปฏิกิริยาขาม 
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            เมื่อทดสอบความจําเพาะของชุดตรวจสอบตอสารโพรเจสเทอโรนและทดสอบปฏิกิริยา

ขามกับสารตางๆ แลวคํานวณเปนเปอรเซ็นตปฏิกิริยาขาม (%Cross-reactivity) โดยสูตรคํานวณ 

ดังนี้ 

 

เปอรเซ็นตปฏิกิริยาขาม  =           IC50 ของโพรเจสเทอโรนx 100 

     

 

3.4.5.4 การประเมินประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบตนแบบ 

ประเมินประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบตนแบบ  โดยพิจารณาความไว

(Sensitivity) ความแมนยํา (Precision) และความถูกตอง (Accuracy) ของชุดตรวจสอบ ดังนี้ 

 

3.4.5.4.1 หาคาความไว (Sensitivity) ของชุดตรวจสอบ (ธารารัชต, 

2545) 

ทําการหาความไวของชุดตรวจสอบตนแบบโดยรายงานเปนคา LOD 

(Limit of detection; LOD) หรือปริมาณต่ําสุดที่สามารถวัดได  และคา LOQ (Limit of 

quantitation; LOD) หรือปริมาณต่ําสุดที่สามารถวัดไดอยางถูกตอง ซึ่งคา LOD และ LOQ หาได

จากการนําคาเฉลี่ยของการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร (n = 9) โดยวิธี direct competitive 

ELISA (Ab captured) ที่ไมมีโพรเจสเทอโรน(B0) มาลบออกจาก 3 และ 10 เทาของคาเบี่ยงเบน

มาตรฐานของ B0 ตามลําดับ จากนั้นนําคาที่ไดไปเทียบกับกราฟมาตรฐานของโพรเจสเทอโรนเพื่อ

แปลงเปนความเขมขนของ       โพรเจสเทอโรนซึ่งคาความเขมขนที่ไดนี้คือ คาความไวของชุด

ตรวจสอบ จากขอมูลในการทดลองที่ 3.4.5.1 นําขอมูลที่ไดมาเขียนกราฟโดยใหแกน X เปนคา

ลอการิทึมของความเขมขนของโพรเจสเทอโรนและแกน Y เปนคา %B/B0  

LOD  =  B0 - 3SD 

LOQ =  B0 - 10SD 

 

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

competitive ELISA (Ab captured ) ที่ไมมีโพรเจสเทอโรน 

  SD คือ  คาเบี่ยงเบนมาตรฐานของ B0 

 

 IC50 ของสารที่ทดสอบ 
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3.4.5.4.2 การหาคาความแมนยํา (Precision) ของชุดตรวจสอบ  

การหาคาความแมนยํา  (Precision) ของชุดตรวจสอบ  จะไดจาก

การศึกษาความแปรปรวนของการทําการทดลองซ้ําในครั้งเดียวกัน (Intra-variation assay) และ

การทําการทดลองซ้ําระหวางครั้งการทดลอง (Inter-variation assay) ดังนี้ 

 

3.4.5.4.2.1 Intra-variation assay (ธารารัชต, 2545) 

จากการทดลองในขั้นตอน 3.4.5.1 นําขอมูลที่ไดมาหาคา Intra- 

variation assay ของชุดตรวจสอบโดยทาํการหาคา Mean SD และ %CV ของการวิเคราะห 12 ซ้ํา 

โดย %CV คือ คารอยละของสัมประสทิธิค์วามแปรปรวน ซึ่งคํานวณไดจาก 

 

%CV = SD  x  100 

mean 

 

โดยที่  mean  คือ  คาเฉลี่ยของคาการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตรโดยวิธี Direct competitive   

                                  ELISA (Ab captured) เมื่อมีโพรเจสเทอโรนและไมมีโพรเจสเทอโรน 

 SD คือ  คาเบี่ยงเบนมาตรฐานของคาการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร 

 

3.4.5.4.2.2 Inter-variation assay หรือ Between-assay  

(ธารารัชต, 2545) 

ทําการทดลองเหมือนในขั้นตอน 3.4.5.1 แตทําการทดสอบ

ตัวอยางเดียวกัน 4 คร้ังที่เวลาตางกันโดยที่แตละครั้งทํา 12 ซ้ํา เมื่อทําทุกครั้งรวมกันแลวได 48 ซ้ํา 

จากนั้นนําขอมูลที่ไดมาหาคา Mean, SD และ %CV ของทั้ง 48 ซ้ํานั้น 

 

3.4.5.4.3 การหาคาความถูกตอง (accuracy) ของชุดตรวจสอบ 

คาความถูกตอง (accuracy) ของชุดตรวจสอบสามารถวิเคราะหไดจาก

คา %Recovery โดยนําตัวอยางชนิดตางๆ ที่มีการเติมโพรเจสเทอโรนที่ความเขมขนสุดทายเปน 0, 

1, 2.5, 5, 10, 25 และ 50 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ที่ไดจากการสกัดตามขั้นตอน 3.4.5.5 มาทําการ

หาคา %Recovery โดยทําการตรวจหาความเขมขนของโพรเจสเทอโรนที่มอียูในตัวอยางและนํา
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ผลที่ไดมาเปรียบเทียบกับความเขมขนโพรเจสเทอโรนจากกราฟมาตรฐาน  จากนั้นนํามา

คํานวณหาคา % Recovery จากสูตรดังนี้ 

 

                      %Recovery       =       ความเขมขนของสารที่วิเคราะหได     X   100 

                  ความเขมขนของสารที่เติมลงไป 

 

3.4.5.5 การสกัดตัวอยางที่เหมาะสมกับชุดตรวจสอบตนแบบ 

 

3.4.5.5.1 วิธีการสกัดที่เหมาะสมจากตัวอยางน้ํานมโค 

ทําการทดลองโดยนําน้ํานมโคปริมาณ 1 มิลลิลิตร จํานวน 7 หลอด แลว

เติมโพรเจสเทอโรนใหไดความเขมขนสุดทายเทากับ 0, 1, 2.5, 5, 10, 25 และ 50 นาโนกรัมตอ

มิลลิลิตร ตามลําดับ นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 10 นาที ทิ้งสวนบนที่เปนชั้นไขมัน (วิธีการตามคูมือการใชงานชุดตรวจสอบ                

โพรเจสเทอโรนของ EURO-DIAGNOSTICA) และนําสวนที่เหลือปริมาตร 200 ไมโครลิตร มาเจือ

จางดวยเอทธานอล 2 เปอรเซนตปริมาตร 800 ไมโครลิตร จากนั้นนําไปทดสอบกับชุดตรวจสอบ

ตนแบบ เปรียบเทียบความเขมขนของโพรเจสเทอโรนที่ไดกับสารละลายมาตรฐานโพรเจสเทอโรน  

 

3.4.5.5.2 การสกัดที่เหมาะสมจากตัวอยางซีรัมโค 

ทําการทดลองโดยนําซีรัมโคปริมาณ 1 มิลลิลิตร จํานวน 7 หลอด แลว

เติมโพรเจสเทอโรนใหไดความเขมขนสุดทายเทากับ 0, 1, 2.5, 5, 10, 25 และ 50 นาโนกรัมตอ

มิลลิลิตร ตามลําดับ นํามาสกัดดวยไดเอททิลอีเทอร 2 มิลลิลิตร และ PBS 1  มิลลิลิตร นําไปปน

เหวี่ยงที่ความเร็ว 3,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที เก็บสวนบนของไดเอททิลอีเทอร ปริมาตร 

1 มิลลิลิตรมาทําการระเหยภายใตแกสไนโตรเจน (วิธีการตามคูมือการใชงานชุดตรวจสอบ        

โพรเจสเทอโรนของ EURO-DIAGNOSTICA) แลวนํามาละลายดวยเอทธานอล 2 เปอรเซนต 

ปริมาตร 500 ไมโครลิตร จากนั้นนําไปทดสอบกับชุดตรวจสอบตนแบบ เปรียบเทียบความเขมขน

ของโพรเจสเทอโรนที่ไดกับสารละลายมาตรฐานโพรเจสเทอโรน  
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3.4.6 การวิเคราะหโพรเจสเทอโรนในตัวอยาง 
 

3.4.6.1 การเตรียมตัวอยางน้ํานมโคเพื่อนํามาทดสอบในชุดตรวจสอบตนแบบ 

ทําการเตรียมสารละลายโพรเจสเทอโรนใน 2 เปอรเซนตเอทธานอลที่ความ

เขมขน 0, 100, 250, 500, 1000, 2500 และ 5000 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร เติมสารละลาย         

โพรเจสเทอโรนแตละความเขมขน ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในน้ํานมโคปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

ดังนั้นตัวอยางน้ํานมโค 1 มลิลิลิตร จะมีความเขมขนของโพรเจสเทอโรนเทากับ 0, 1, 2.5, 5, 10, 

25 และ 50 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ แลวนําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 14,000 รอบตอ

นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที แลวนําสวนบนที่เปนชั้นไขมันทิ้งไป และนํา

สวนที่เหลือปริมาตร 200 ไมโครลิตร มาเจือจางดวยเอทธานอล 2 เปอรเซนตปริมาตร 800 

ไมโครลิตร แลวนําไปทดสอบกับชุดตรวจสอบตนแบบ 

 

3.4.6.3 การเตรียมตัวอยางซีรัมโคเพื่อนํามาทดสอบในชุดตรวจสอบตนแบบ 

ทําการเตรียมสารละลายโพรเจสเทอโรนใน 2 เปอรเซนตเอทธานอลที่ความ

เขมขน 0, 100, 250, 500, 1000, 2500 และ 5000 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร เติมสารละลาย         

โพรเจสเทอโรนแตละความเขมขน ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในซีรัมโคปริมาตร 1 มิลลิลิตร    

โพรเจสเทอโรนใหไดความเขมขนสุดทายเทากับ 0, 1, 2.5, 5, 10, 25 และ 50 นาโนกรัมตอ

มิลลิลิตร ตามลําดับ นํามาสกัดดวยไดเอททิลอีเทอร 2 มิลลิลิตร และ PBS 1  มิลลิลิตร นําไปปน

เหวี่ยงที่ความเร็ว 3,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที เก็บสวนบนของไดเอททิลอีเทอรมาทํา

การระเหยภายใตแกสไนโตรเจน แลวนํามาละลายดวยเอทธานอล 2 เปอรเซนต ปริมาตร 500 

ไมโครลิตร จากนั้นนําไปทดสอบกับชุดตรวจสอบตนแบบ เปรียบเทียบความเขมขนของ            

โพรเจสเทอโรนที่ไดกับสารละลายมาตรฐานโพรเจสเทอโรน 
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3.4.7 การเปรียบเทียบการวิเคราะหตัวอยางโดยใชชุดตรวจสอบ ELISA ที่เตรียม
ได ชุดตรวจสอบทางการคา และเทคนิค HPLC 

 
 3.4.7.1 การเปรียบเทียบผลวิเคราะหตัวอยางระหวางชุดตรวจสอบตนแบบ และ

ชุดตรวจสอบทางการคา 

 นําตัวอยางน้ํานมและซีรัมที่เติมโพรเจสเทอโรนใหมีความเขมขนเทากับ 0, 1, 2.5, 

5, 10, 25 และ 50 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร มาทดสอบดวยชุดตรวจสอบตนแบบและชุดตรวจสอบ

ของบริษัท EURO-DIAGNOSTICA โดยใชตัวอยางเดียวกันทั้งหมด แลวแบงวิเคราะหและเตรียม

ตัวอยางตามขั้นตอนของชุดตรวจสอบทั้งสอง ซึ่งขั้นตอนและการเตรียมตัวอยางของชุดตรวจสอบ

ตนแบบทําตามขั้นตอนในขอ 3.4.5.1 และ 3.4.6 ตามลําดับ สวนชุดตรวจสอบ EURO-

DIAGNOSTICA ขั้นตอนในการวิเคราะหและเตรียมตัวอยางตามวิธีการของคูมือการใชงาน 

ดังตอไปนี้ 

 

3.4.7.1.1 ข้ันตอนการวิเคราะหของชุดตรวจสอบ EURO-DIAGNOSTICA  

เร่ิมจากเติมตัวอยางที่ตองการวิเคราะห ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงไปใน

หลุมของจาน 96 หลุม ที่เคลือบหลุมดวยแอนติบอดีของกระตายที่จําเพาะตอแอนติบอดีของหนู 

จากนั้นเติมแอนติบอดี ปริมาตร 25 ไมโครลิตร และโพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอกับ HRP ปริมาตร 25 

ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง  ลางแตละหลุมดวย ringing buffer 

3 คร้ัง เติมสับสเตรต ของเอนไซม บมในที่มืด อุณหภูมิหอง นาน 30 นาที แลวหยุดปฏิกิริยาของ

เอนไซมดวย stop solution นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร  

 

3.4.7.2 การเปรียบเทียบผลวิเคราะหตัวอยางที่ไดจากชุดตรวจสอบตนแบบและ

โดยใชเทคนิค HPLC 

ในการเปรียบเทียบผลการวิเคราะหระหวางชุดตรวจสอบตนแบบกับเทคนิค 

HPLC ทําการเตรียมตัวอยางน้ํานมโคและซีรัมโค ที่มีความเขมขนของโพรเจสเทอโรนเทากับ 0, 

100, 250, 500 และ 1000 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร มาแบงวิเคราะหในชุดตรวจสอบตนแบบและ

เทคนิค HPLC ซึ่งในการวิเคราะหดวย HPLC ใชคอลัมนชนิด C18-reverse phrase มีสารละลาย

น้ํา acetronitrile และ น้ําในอัตราสวน 50:50 ถึง 70:30 โดยปริมาตร เปนสารละลายตัวพา โดย

กําหนดอัตราการไหลเทากับ 1 มิลลิลิตรตอนาที ประมวลผลดวย UV ที่คาการดูดกลืนแสงที่ 254 

นาโนเมตร ทาํการกรองตัวอยางดวยเมมเบรนขนาด 0.45 ไมโครเมตร กอนฉีดเขาคอลัมนกรอง ฉีด
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ตัวอยางเขาสูระบบ คร้ังละ 50 ไมโครลิตร ซึ่งโพรเจสเทอโรนมี retention time ประมาณ 9 นาที 

นําผลวิเคราะหจากตัวอยางที่ไดเทียบพื้นที่ใตกราฟกับกราฟมาตรฐานของโพรเจสเทอโรน ที่ความ

เขมขน 0, 100, 250, 500 และ 1000 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ก)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



56 

บทที่ 4 
 

ผลและวิจารณผลการทดลอง 
 

4.1 การคัดเลือกไฮบรโิดมาที่ผลิตแอนติบอดีที่มีความไวสูงตอโพรเจสเทอโรน 
 ทําการเลี้ยงเซลลไฮบริโดมารหัสโคลน 3/C9-F4, 3/D7-F4, 3/F7-F4, และ 5/G7-F4  ใน

อาหารเลีย้งเซลล RPMI 1640 ที่เติม FCS 10 เปอรเซ็นต และทดสอบการสรางโมโนโคลนอล

แอนติบอดีที่จาํเพาะตอโพรเจสเทอโรนดวยวิธ ี Indirect ELISA ไดผลดังแสดงในตารางที ่ 4.1 โดย

พบวาคาการดูดกลืนแสงของอาหารเลีย้งเซลลในจานหลมุที่เคลือบดวยโพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอ

กับโปรตีน BSA (Pr-BSA) มีคาสูงกวาเมื่อเทียบกับจานหลุมที่เคลือบดวยโปรตีน BSA และมีคาสูง

กวาเมื่อเทยีบกับซีรัมหนูที่ไมไดมีการฉีดกระตุน โดยใชอาหารเลี้ยงเซลลที่ยงัไมไดผานการเลี้ยง

เปนตัวควบคมุลบ และใชซีรัมหนทูี่ไดรับการกระตุนดวยโพรเจสเทอโรนเปนตัวควบคุมบวก แสดง

วาเซลลไฮบริโดมาทัง้ 4 โคลนยังสามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอโพรเจสเทอโรน 

จากนั้นนําอาหารเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาทัง้ 4 โคลน มาทดสอบความสามารถของแอนติบอดีในการ

จับกับโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระดวยวิธ ี Indirect competitive ELISA โดยใชแอนติเจนและ

แอนติบอดีที่มคีวามเขมขนทีเ่หมาะสมจากตาราง 4.1 เพือ่คัดเลือกโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไวตอ

โพรเจสเทอโรนในรูปอิสระสูงสุด ไดผลดังแสดงในรูปที่ 4.1 ซึ่งพบวาไฮบริโดมารหัสโคลน 5/G7-F4 

มีความไวตอโพรเจสเทอโรนสูงที่สุด โดยใหคา IC50 และLOD เทากับ 56.36 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร 

และ 19.95 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ ซึ่งเมื่อเทยีบกับไฮบริโดมารหัสโคลนอ่ืนๆ พบวามีคา 

IC50 และLOD ต่ําที่สุด แสดงวามีความไวตอโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระสูงสุด จึงนําไฮบริโดมารหสั

โคลน 5/G7-F4 มาเลีย้งในอาหารเลี้ยงเซลล เพิ่มจํานวนโมโนโคลนอลแอนติบอดี เพื่อนาํไปใช

เตรียมชุดตรวจสอบตอไป
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ตารางที่ 4.1 ผลการทดสอบแอนติบอดีตอโพรเจสเทอโรนที่ผลิตโดยเซลลไฮบริโดรมาดวยวิธี Indirect ELISA  

 

อัตราสวน 

การเจือจาง

อาหารเลี้ยง

เซลล 

คาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลนื 450 นาโนเมตร 

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

เคลือบจาน

หลุมดวย    

P-BSA 

เคลือบจาน

หลุมดวย    

BSA 

เคลือบจาน

หลุมดวย      

P-BSA 

เคลือบจาน

หลุมดวย    

BSA 

เคลือบจาน

หลุมดวย       

P-BSA 

เคลือบจาน 

หลุมดวย     

BSA 

เคลือบจาน

หลุมดวย     

P-BSA 

เคลือบจาน 

หลุมดวย     

BSA 

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

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

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

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

1:25  1.826 0.075 1.812 0.112 1.622 0.059 1.927 0.061 

1:5  1.858 0.068 1.943 0.175 1.766 0.063 1.950 0.068 

ซีรัมหนทูีไ่มไดมีการฉีดกระตุน 0.074 0.091 

อาหารเลี้ยงเซลล RPMI-1640 0.069 0.067 

ซีรัมหนทูีไ่ดรับการกระตุนดวยโพรเจสเทอโรน 1.631 1.981 

หมายเหตุ *คาทีแ่สดงโดยตัวเลขทึบ คือ คาการดูดกลนืแสงจากการทาํ ELISA ที่ใชแอนติเจนและแอนติบอดทีี่มคีวามเขมขนทีเ่หมาะสมสาํหรับ

ใชในการทดสอบความสามารถของแอนตบิอดีในการจบักับโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ    
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รูปที่ 4.1 ผลการทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ ดวยวิธี 

Indirect competitive ELISA  
             
4.2 การทาํแอนติบอดีใหบริสุทธิ ์ 

 

4.2.1 การทําแอนติบอดีใหบริสุทธิ์โดยใชโครมาโตกราฟฟแบบคอลัมนสัมพรรคภาพของ  

โปรตีน เอ เซฟาโรส 

นําเซลลไฮบริโดมา 5/G7-F4 มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ที่เติม FCS 10 

เปอรเซ็นต ปริมาตร 600 มิลลิลิตร ในขวดเลี้ยงเซลลที่มีการปนกวน (Spinner flask) ขนาด 1 ลิตร 

จนไดโมโนโคลนอลแอนติบอดีสะสมอยูในอาหารเลี้ยงเซลล จากนั้นนําโมโนโคลนอลแอนติบอดีมา

ทําใหบริสุทธิ์โดยการผานคอลัมน ซึ่งมีโปรตีน เอ เซฟาโรสบรรจุอยู เนื่องจากแอนติบอดีจากเซลล            

ไฮบริโดรมามีไอโซไทปเปน IgG2a (สุปรีชา ,2548) จึงสามารถจับกับโปรตีน เอ เซฟาโรสไดดีที่ pH 

9 โดยที่โปรตีนและสารอื่น ๆ ในอาหารเลี้ยงเซลลจะไมสามารถจับกับโปรตีน เอ เซฟาโรสได แตที่

คา pH ต่ําลงการจับของแอนติบอดีตอโปรตีน เอ เซฟาโรสจะลดลง แอนติบอดีที่มีไอโซไทป

ดังกลาวจะถูกชะออกจากคอลัมนโปรตีน เอ ที่คา pH 3.5 จึงสามารถแยกแอนติบอดีออกจาก
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โปรตีนชนิดอื่นๆ ในอาหารเลี้ยงเซลลได หลังจากนั้นจึงนําสารละลายบัฟเฟอรและแอนติบอดีที่ถูก

ชะออกจากคอลัมนมาวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร (รูปที่ 4.2) จากการ

ทดลองพบวา มีโปรตีนถูกชะออกมาในลําดับสวนที่ 3 ถึง 12 และจากการทดสอบหาแอนติบอดี

ดวยวิธี indirect ELISA โดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร พบวาใหผลใน

ทํานองเดียวกัน แสดงวามีแอนติบอดีที่บริสุทธิ์อยูชวงลําดับสวนที่ 3 ถึง 12 จึงไดนําแอนติบอดีจาก

ลําดับสวนดังกลาวมารวมกัน เพื่อหาปริมาณแอนติบอดีและโปรตีนตอไป 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.2 โครมาโตแกรมของการทําแอนติบอดีที่ไดจากโมโนโคลนอลแอนติบอดี ใหบริสุทธิ์โดย

การใชโครมาโตกราฟฟแบบคอลัมนสัมพรรคภาพของโปรตีน เอ เซฟาโรส และการทํา 

ELISA ของลําดับสวน ที่ได   

 (       ) แสดงคาการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร  

(       ) แสดงคาการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตรจากการทดสอบแอนติบอดีดวยเทคนิค Indirect 

ELISA 

 

4.2.2 การวัดปริมาณโปรตีนของแอนติบอดีหลังการทําใหบริสุทธิ์ดวยวิธี BCA 

จากการหาปริมาณโปรตีนของแอนติบอดีดวยวิธี BCA เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน

ของ BSA (รูปที่ ก.1 ในภาคผนวก ก) พบวาอาหารเลี้ยงเซลลโคลน 3/G7-F4 กอนทําใหบริสุทธิ์มี

ปริมาณโปรตีน 4.27 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เมื่อผานการทําใหบริสุทธิ์มีปริมาณโปรตีน 0.64 

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ดังแสดงในตารางที่ 4.2 
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4.2.3 การหาปริมาณแอนตบิอดีดวยวิธ ีIndirect ELISA 

จากการหาปริมาณแอนติบอดีดวยวิธี Indirect ELISA เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน 

(รูปที่ ก.2 ในภาคผนวก ก) พบวาปริมาณแอนติบอดีในอาหารเลี้ยงเซลลโคลน 3/G7-F4 หลังการ

ทําใหบริสุทธิ์คือ 0.6 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เมื่อคํานวณหาคาเปอรเซ็นตความบริสุทธิ์ (% Purity) 

เปรียบเทียบกับปริมาณโปรตีน คิดเปนความบริสุทธิ์ 93.8 เปอรเซ็นตดังแสดงในตารางที่ 4.2 

 

ตารางที่ 4.2 ผลการวิเคราะหปริมาณโปรตีนและแอนติบอดีของอาหารเลี้ยงเซลลกอนและหลัง

การทําใหบริสุทธิ์แลว 

 

 ปริมาณโปรตีน ปริมาณแอนตบิอด ี ปริมาตร % recovery % purity 

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

กอนทาํใหบริสุทธิ ์ 4.27 2990 0.08 56.0 700 - 1.9% 

หลังทําใหบริสทุธิ ์ 0.64 10.24 0.6 9.6 16 17.1% 93.8% 

 

 4.2.4 การตรวจสอบความบริสุทธิ์ดวยเทคนิค SDS-PAGE ของแอนติบอดีหลังจากทําให

บริสุทธิ์ 

ทําการหามวลโมเลกุลของโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังจากทําใหบริสุทธิ์ดวยเทคนิค 

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

แอนติบอดีที่ทําใหบริสุทธิ์แลวไปตรวจสอบดวยเทคนิค SDS-PAGE หลังจากยอมดวยสี 

coomassie blue เปรียบเทียบกับแถบโปรตีนมาตรฐาน โดยแสดงผลในรูปที่ 4.3 ซึ่งคํานวณจาก

กราฟแสดงความสัมพันธระหวางคา relative mobility (Rf) กับน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีน

มาตรฐาน (รูปที่ ก.3 ในภาคผนวก ก) ทําใหทราบถึงขนาดของหนวยยอยของสายพอลิเพปไทด

ของแอนติบอดีดังแสดงในตารางที่ 4.3 พบวาในตัวอยางแอนติบอดีกอนทําใหบริสุทธิ์จะปรากฏ

แถบของโปรตีนอยางชัดเจนที่บริเวณ 80 กิโลดาลตัน (lane 2) ในตําแหนงเดียวกับแถบโปรตีนของ

ซีรัมที่ใชเติมในอาหารเลี้ยงเซลล (lane 3 ) ซึ่งคาดวาเปนโปรตีนที่มาจากซีรัม แตหลังจากผานการ

ทําใหบริสุทธิ์แลว ปรากฏวามีแถบของโปรตีนสาย Heavy chain  และ Light chain  ขนาด 60.72 

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

PAGE นี้จะมีการทําลายพันธะไดซัลไฟด ระหวางโมเลกุลของแอนติบอดี ทําใหสวนของ heavy 
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chain และ light chain แยกออกจากกัน และไมปรากฏแถบโปรตีนที่บริเวณอื่น แสดงวา

แอนติบอดีที่ไดมีความบริสุทธิ์สูง  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.3  ผลการวิเคราะหแอนติบอดีที่ทําใหบริสุทธิ์แลวดวยวิธี SDS-PAGE  ชอง

หมายเลข 1 คือ โปรตีนมาตรฐาน (Standard protein marker  ปริมาณ 2.5 ไมโครกรัม) ชอง

หมายเลข 2 คือ ซีรัมที่ใชในการเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา (FCS ; 5 ไมโครกรัม) ชองหมายเลข 3 คือ 

อาหารเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา กอนทําใหบริสุทธิ์มี 10 % FCS (5 ไมโครกรัม) ชองหมายเลข 4 คือ 

อาหารเลี้ยงเซลลโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังทําใหบริสุทธิ์แลว (5 ไมโครกรัม)  ซึ่งมีไอโซไทปเปน 

IgG2a พบแถบของสาย Heavy  chain และ Light  chain ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
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ตารางที่ 4.3 ผลการหามวลโมเลกุลของโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังทําใหบริสุทธิ์  

        ดวยเทคนิค SDS-PAGE 

โปรตีน มวลโมเลกุล (kda) Relative mobility 

β-galactosidase 118 0.24 

BSA 86 0.36 

Ovalbumin 49 0.60 

Carbonic Anhydrase 34 0.84 

β-lactoglobulin 24 0.96 

Lysozyme 19 1.00 

Heavy chain 60.72 0.52 

Light chain 25.86 0.90 

 

4.2.5 การทดสอบความจําเพาะของแอนติบอดีหลังการทําใหบริสุทธิ์ตอโพรเจสเทอโรนใน 

รูปอิสระ 

ทําการตรวจสอบความสามารถในการจับกับโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระของโมโนโคลนอล

แอนติบอดีหลังการทําใหบริสุทธิ์ โดยการวิเคราะหดวยวิธี Indirect competitive ELISA โดย

ทดสอบกับโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระที่ความเขมขนตั้งแต 0 - 1000 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร โดยมี

ตัวควบคุมลบ คือ ซรัีมของหนูไมซที่ไมไดมีการฉีดกระตุน และตัวควบคุมบวก คือ ซีรัมของหนูไมซ

ที่ไดรับการกระตุนดวยโพรเจสเทอโรน พบวาคาการดูดกลืนแสงจะลดต่ําลงโดยแปรผกผันกับ

ปริมาณของโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระซึ่งใชในการแขงขันที่เพิ่มสูงขึ้น ดังแสดงในตารางที่ 4.4 และ

กราฟรูปที่ 4.4 แสดงวาแอนติบอดีที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ยังสามารถจับกับโพรเจสเทอโรนในรูป

อิสระได  
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ตารางที่ 4.4 ผลการทดสอบความจาํเพาะของแอนตบิอดีหลังการทําใหบริสุทธิต์อโพรเจสเทอโรน

ในรูปอิสระดวยวิธ ีIndirect competitive ELISA  
 

 

ตัวอยาง 

ความเขมขนโพรเจสเทอโรน 

ในรูปอิสระที่ใชแขงขัน 

(นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) 

คาเฉลี่ยคาการดูดกลืน

แสงที่ 450 นาโนเมตร 

 

 

 

 

 

 

แอนติบอดีหลงัการ 

ทําใหบริสุทธิ ์

0 1.392 

 0.24 1.386 

 0.49 1.284 

0.98 1.269 

 1.95 1.254 

3.9 1.170 

7.8 1.064 

 15.6 0.919 

31.2 0.707 

62.5 0.473 

125 0.234 

250 0.145 

500 0.108 

1000 0.102 

ซีรัมหนูไมซที่ไมไดฉีดกระตุน   0.052 

อาหารเลีย้งเซลล RPMI-1640    0.046 

ซีรัมหนูไมซทีฉ่ีดกระตุนดวย 

โพรเจสเทอโรน 

 

1.089 
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รูปที่ 4.4 ผลการทดสอบความจําเพาะของแอนติบอดีบริสุทธิ์ตอโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระดวยวิธี 

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

4.3.1.1 การหาอัตราสวนที่ เหมาะสมในการจับกันระหวางแอนติบอดีกับ 

โพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอกับ HRP (Pr-HRP) 

ทําการหาอัตราสวนที่เหมาะสมในการจับระหวางแอนติบอดีที่เคลือบหลุมกับ 

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

การแปรคาความเขมขนของแอนติบอดีในชวง 0, 0.125, 0.25, 0.5, 1 และ 2 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร และเจือจาง Pr-HRP อยูในชวง 1:1,000-10,000 เทา โดยมีเกณฑในการกําหนด

อัตราสวนที่เหมาะสม คือ อัตราสวนที่ใหคาการดูดกลืนแสงในการทํา Direct ELISA ประมาณ 1 

หรือใกลเคียง ไดผลดังแสดงในตารางที่ 4.5 พบวาไดความเขมขนของแอนติบอดีและแอนติเจนที่

ใหคาการดูดกลืนแสงที่เหมาะสม 3 อัตราสวน คือ แอนติบอดี 0.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรกับ     

Pr-HRP เจือจาง 1:4,000 และ 1:5,000 แอนติบอดี 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรกับ Pr-HRP 

1:10,000 ตามลําดับ จึงนาํความเขมขนที่เหมาะสมดังกลาวไปใชในการหาความไวของแอนติบอดี

ตอโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระตอไป  

 

 

10-2 10-1 100 101 102 103 104 105
0

25

50

75

100

Progesterone (ng/ml)

%
B

/B
0



65 

ตารางที่ 4.5 ผลการหาอัตราสวนที่เหมาะสมของแอนตบิอดีกับ Pr-HRP ดวยวธิ ี Direct ELISA 

เพื่อใชในการเตรียมชุดตรวจสอบแบบ Direct competitive ELISA (Ag captured) 

Pr-HRP 

(อัตราการเจือจาง) 

คาการดูดกลนืแสงที่ 450 นาโนเมตร 

ความเขมเขนของแอนติบอดี  (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

0 0.125 0.25 0.5 1 2 

1:1,000 0.211 0.474 0.987 2.186 2.635 2.687 

1:2,000 0.193 0.366 0.829 1.899 2.542 2.364 

1:3,000 0.183 0.387 0.760 1.741 2.505 2.493 

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

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

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

หมายเหต ุ*คาที่แสดงโดยตัวเลขทึบ คือ คาการดูดกลนืแสงจากการทาํ ELISA ที่ใช

แอนติเจนและแอนติบอดีที่มคีวามเขมขนทีเ่หมาะสมสาํหรับใชในการทดสอบความสามารถของ

แอนติบอดีในการจับกับโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ 

 

4.3.1.2 การทดสอบหาขีดความสามารถในการตรวจของชุดตรวจสอบตนแบบ 

ทําการทดสอบหาขีดความสามารถในการตรวจของชุดตรวจสอบตนแบบ โดยใช

ความเขมขนที่เหมาะสมของแอนติบอดีที่เคลือบหลุม และ Pr-HRP ที่หาได จากขอ 4.3.1.1 และ

แปรปริมาณโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระที่มาแขงขันการจับในชวง 0-1000 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร 

วิเคราะหคาการดูดกลืนแสงเพื่อนํามาสรางกราฟ %B/B0 โดยที่ B คือคาการดูดกลืนแสงในภาวะ

ที่มีโพรเจสเทอโรนอิสระที่ความเขมขนตางๆ และ B0 คือ คาการดูดกลืนแสงในภาวะที่ไมมี        

โพรเจสเทอโรน จากนั้นทําการหาคา IC50 ซึ่งเปนคาความเขมขนของโพรเจสเทอโรนอิสระที่ใหคา 

%B/B0 เทากับ 50% จากการทดลองพบวาลักษณะและความชันของกราฟที่ภาวะตางๆจะ

ใกลเคียงกันดังแสดงในรูปที่ 4.5 โดยเมื่อใชแอนติบอดีที่ความเขมขน 0.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร

และความเขมขนของ Pr-HRP ที่เจือจาง 1:4,000 ใหคา IC50 เทากับ 84.62 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร 

เมื่อใชแอนติบอดีที่ความเขมขน 0.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรและความเขมขนของ Pr-HRP ที่เจือ

จาง 1:5,000 ใหคา IC50 เทากับ 42.12  นาโนกรัมตอมิลลิลิตร และเมื่อใชแอนติบอดีที่ความ

เขมขน 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรและความเขมขนของ Pr-HRP ที่เจือจาง 1:10,000 ใหคา IC50 

เทากับ 62.45 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร จากการเปรียบเทียบคา IC50 ที่ไดจากทั้ง 3 ภาวะ พบวาเมื่อ
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ใชแอนติบอดีที่ความเขมขน 0.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรและความเขมขนของ Pr-HRP ที่เจือจาง 

1:5,000 จะใหคา IC50 ต่ําที่สุด แสดงวาเปนความเขมขนที่เหมาะสมที่สุดที่ทําใหการตรวจมีความ

ไวสูงสุด 

10-1 100 101 102 103 104 105
0

25

50

75

100
Ab 0.5 ug/ml, Pr-HRP 1:5,000

Ab 0.5 ug/ml, Pr-HRP 1:4,000

Ab 1.0 ug/ml, Pr-HRP 1:10,000

Progesterone (ng/ml)

%
B

/B
0

 

รูปที่ 4.5 ผลการทดสอบความไวของแอนติบอดีกับโพรเจสเทอโรนในรปูอิสระโดยแปรอัตราสวน 

ระหวางแอนติบอดีกับ Pr-HRP ดวยวิธี Direct competitive ELISA (Ag captured)  

 

4.3.2 การเตรยีมชุดตรวจสอบแบบ Direct competitive ELISA (Ag captured) ทีเ่คลือบ

หลุมดวยแอนติบอดีของแพะที่จําเพาะตอแอนติบอดีของหนูไมซ 

4.3.2.1 การหาอัตราสวนที่เหมาะสมในการจับกันระหวางแอนติบอดีกับ 

Pr-HRP  

หาอัตราสวนในการจับที่เหมาะสมระหวางแอนติบอดีกับ Pr-HRP โดยวิธี direct 

ELISA โดยเคลือบหลุมของจานชนิด 96 หลุม ดวยแอนติบอดีของแพะที่จําเพาะตอแอนติบอดีของ

หนูไมซที่เจือจาง 1:500 กอน แลวจึงทําการแปรความเขมขนของแอนติบอดีตอโพรเจสเทอโรนที่  

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

1:8,000, 1:16,000, 1:32,000 และ 1:64,000 พบวาไดความเขมขนของแอนติบอดีและแอนติเจน

ที่ใหคาการดูดกลืนแสงท่ีเหมาะสม 3 อัตราสวน ดังแสดงในตารางที่ 4.6 คือ แอนติบอดี 1 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรกับ Pr- HRP เจือจาง 1:4,000 แอนติบอดี 2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรกับ    
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Pr- HRP เจือจาง 1:4,000 และ 1:8,000 ตามลําดับ แลวนําความเขมขนที่เหมาะสมดังกลาวไปใช

ในการหาความไวตอโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระตอไป 

ตารางที่ 4.6 ผลการหาอัตราสวนที่เหมาะสมของแอนตบิอดีกับ Pr-HRP ดวยวิธ ี Direct ELISA 

เพื่อใชในการเตรียมชุดตรวจสอบแบบ Direct competitive ELISA (Ag captured) 

ที่เคลือบหลุมดวยแอนติบอดีของแพะที่จาํเพาะตอแอนติบอดีของหนไูมซ 

 

Pr-HRP 

(อัตราการเจือจาง)

คาการดูดกลนืแสงที่ 450 นาโนเมตร 

ความเขมเขนของแอนติบอดี  (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

0 0.125 0.25 0.5 1 2 4 8 

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

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

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

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

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

หมายเหต ุ*คาที่แสดงโดยตัวเลขทึบ คือ คาการดูดกลนืแสงจากการทาํ ELISA ที่ใช

แอนติเจนและแอนติบอดีที่เปนความเขมขนที่เหมาะสมสําหรับใชในการทดสอบความสามารถของ

แอนติบอดีในการจับกับโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ 

 

4.3.2.2 การทดสอบหาขีดความสามารถในการตรวจของชุดตรวจสอบตนแบบ 

  ทําการทดสอบหาขีดความสามารถในการตรวจของชุดตรวจสอบตนแบบดวยวิธี 

Direct competitive ELISA โดยอัตราสวนที่เหมาะสมระหวางแอนติบอดีกับ Pr-HRP 3 อัตราสวน 

จาก 4.3.2.1 แลวแปรความเขมขนของโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระเปนตัวแขงขันในชวง 0-4,000  

นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ซึ่งแสดงผลในรูปของ %B/B0 ไดผลดังแสดงในรูป 4.6 จากการคํานวณหา

คา IC50 ของแตละอัตราสวน พบวาในภาวะที่ใชแอนติบอดี 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ Pr-HRP 

ที่เจือจาง 1:4,000 เทา ใหคา IC50 เทากับ 77.19 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร สวนในภาวะที่ใช

แอนติบอดี 2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ Pr-HRP ที่เจือจาง 1:4,000 และ 1:8,000 เทา จะใหคา 

IC50 เทากับ 216.4 และ 97.34 นาโนกรัมตอมิลลิตร ตามลําดับ พบวาอัตราสวนที่ใหความไวสูงสุด 

คือ แอนติบอดี 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ Pr-HRP ที่เจือจาง 1:4,000 เทา นอกจากนี้ ยังพบวา 

ในภาวะที่ใชแอนติบอดีและ Pr-HRP ที่มีความเขมขนต่ําจะใหความไวที่สูงกวาภาวะที่ใช
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แอนติบอดีและ Pr-HRP ที่มีความเขมขนสูง ทั้งนี้อาจเนื่องมาจาก มีปริมาณของแอนติบอดีที่

เหลืออยูจะจับกับ Pr-HRP ที่เหลือจากการจับอยูมากเกินไป ทําใหสวนที่เหลือนี้ไปจับกับ

แอนติบอดีที่เหลือบหลุมไดมาก สงผลใหเห็นความแตกตางในการแขงขันไดนอยลง 

 

10-1 100 101 102 103 104 105
0
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100

Ab 2 ug/ml, Pr-HRP 1:4,000

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

Ab 2 ug/ml, Pr-HRP 1:8,000

Progesterone (ng/ml)

%
B

/B
0

 
รูปที่ 4.6 ผลการทดสอบความไวของแอนติบอดีกับโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระโดยแปรอัตราสวน 

             ระหวางแอนติบอดีกับ Pr-HRP ดวยวิธี Direct competitive ELISA  

             (Ag captured) ที่เคลือบหลุมดวยแอนติบอดีของแพะที่จําเพาะตอแอนติบอดีของหนูไมซ  

 

4.3.3 การเตรียมชุดตรวจสอบแบบ Indirect competitive ELISA (Ab captured) 

4.3.3.1 การหาอัตราสวนที่เหมาะสมในการจับกันระหวางแอนติบอดีกับ 

โพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอกับ BSA (Pr-BSA)  

ทําการหาอัตราสวนที่เหมาะสมระหวางแอนติบอดีกับ Pr-BSA สําหรับวิธี 

Indirect ELISA โดยเคลอืบพื้นที่ผิวในหลุมของจานชนิด 96 หลุม ดวยโพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอ

กับ BSA ที่ความเขมขน 0, 0.25, 0.5, 0.75, 1 และ 1.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  แลวจึงทําการแปร

ความเขมขนของแอนติบอดีที่ 10, 50, 100, 150, 200, 250 และ 300 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร แลว

เลือกอัตราสวนที่ใหคาการดูดกลืนแสงใกลเคียง 1 ไดผลดังแสดงในตารางที่ 4.7 พบวาไดความ

เขมขนของแอนติบอดีและแอนติเจนที่ใหคาการดูดกลืนแสงที่เหมาะสม 3 อัตราสวน คือ ภาวะที่

ความเขมขนของแอนติบอดี 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรกับโพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอกับ BSA อยูที่ 
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0.5, 0.75 และ 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ แลวนําความเขมขนที่เหมาะสมดังกลาวไปใช

ในการหาความไวตอโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระตอไป 

 

ตารางที่ 4.7 ผลการหาอัตราสวนที่เหมาะสมของแอนติบอดีกับ Pr-BSA ดวยวิธ ีIndirect ELISA 

      เพื่อใชในการเตรียมชุดตรวจสอบแบบ Indirect competitive ELISA (Ab captured) 

  

ความเขมขนของแอนติบอดี 

(นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) 

คาการดูดกลนืแสงที่ 450 นาโนเมตร 

ความเขมขนของ Pr-BSA  (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

0.25 0.5 0.75 1 1.5 

0 0.113 0.121 0.171 0.447 0.153 

10 0.990 1.357* 1.435* 1.558* 1.808 

50 2.206 2.385 2.409 2.102 2.536 

100 2.417 2.579 2.586 2.441 2.623 

150 2.506 2.633 2.636 2.104 2.696 

200 2.533 2.580 2.597 2.439 2.683 

250 2.553 2.631 2.626 2.509 2.692 

300 2.574 2.656 2.641 2.573 2.676 

หมายเหต ุ*คาที่แสดงโดยตัวเลขทึบ คือ คาการดูดกลนืแสงจากการทาํ ELISA ที่ใช

แอนติเจนและแอนติบอดีที่มคีวามเขมขนทีเ่หมาะสมสาํหรับใชในการทดสอบความสามารถของ

แอนติบอดีในการจับกับโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ 
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4.3.3.2 การทดสอบหาขีดความสามารถในการตรวจของชุดตรวจสอบตนแบบ 

  หลังจากทราบอัตราสวนที่เหมาะสมระหวางแอนติบอดีกับ Pr-BSA สําหรับทํา 

ELISA จึงทําการทดสอบหาความไวของแอนติบอดี โดยการใชโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระที่ความ

เขมขนตั้งแต 0-1,000 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร เพื่อนํามาแขงขันในการทํา Indirect competitive 

ELISA (Ab captured) ไดผลแสดงในรูปที่ 4.7 พบวาเมื่อใช Pr-BSA 0.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

จับกับแอนติบอดี 10 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ใหคา IC50 เทากับ 15.88 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร เมื่อใช 

Pr-BSA 0.75 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรกับแอนติบอดี 10 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ใหคา IC50 เทากับ 

24.96 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร และเมื่อใช Pr-BSA 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรกับแอนติบอดี 10      

นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ใหคา IC50 เทากับ 47.49 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร สรุปไดวาเมื่อใช Pr-BSA 

0.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จับกับแอนติบอดี 10 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร เปนอัตราสวนระหวาง

แอนติบอดีกับแอนติเจนที่ใหความไวมากที่สุด ใหคา IC50 ต่ําที่สุด เนื่องจากเมื่อทําการเคลือบหลุม

ดวย Pr-BSA แลวเติมแอนติบอดีลงไปพรอมกับโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ โอกาสที่แอนติบอดีจับ

กับโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระนั้น มีมากกวา Pr-BSA ที่เคลือบอยูบนพื้นผิวของหลุม ซึ่งอัตราสวนนี้

มีปริมาณของแอนติบอดีและ Pr-BSA นอยกวาอัตราสวนอื่น จึงไปจับกับโพรเจสเทอโรนในรูป

อิสระไดหมด ไมเหลือแอนติบอดีไปจับกับ Pr-BSA จึงทําใหมีความไวสูงสุด  
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Pr-BSA 0.75 ug/ml, Ab 10 ng/ml

Pr-BSA 0.5 ug/ml, Ab 10 ng/ml

Pr-BSA 1 ug/ml, Ab 10 ng/ml
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0

รูปที่ 4.7 ผลการทดสอบความไวของแอนติบอดีกับโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระโดยแปรอัตราสวน 

ระหวางแอนตบิอดีกับ Pr-BSA ดวยวธิี Indirect competitive ELISA    

(Ab captured)  

 

4.3.4 การเตรียมชุดตรวจสอบแบบ Direct competitive ELISA (Ab captured)  

4.3.4.1 การหาอัตราสวนที่เหมาะสมในการจับกันระหวาง Pr-BSA กับแอนติบอดี

ที่เชื่อมตอกับไบโอติน  

ทําการหาอัตราสวนในการจับที่เหมาะสมระหวาง Pr-BSA ที่เคลือบหลุมกับ

แอนติบอดีที่เชื่อมตอกับไบโอตินที่เหมาะสมในการเตรียมชุดตรวจสอบแบบ Direct competitive 

ELISA (Ab captured) โดยทาํการแปรคาความเขมขนของ Pr-BSA เทากับ 0, 0.125, 0.25, 0.5 

และ 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และเจือจางแอนติบอดีที่เชื่อมตอกับไบโอติน อยูในชวง 1:1,000 - 

1:64,000 เทา และเมื่อนําแอนติบอดีที่เชื่อมตอกับไบโอตินที่ความเขมขนตางๆ มาทดสอบโดยไมมี

การเคลือบหลุมดวย Pr-BSA พบวาใหผลเปนลบซึ่งเปนการยืนยันวาแอนติบอดีที่เชื่อมตอกับ     

ไบโอตินจะจับกับ Pr-BSA เทานั้น อีกทั้งยังไดความเขมขนของแอนติบอดีและแอนติเจนที่ใหคา

การดูดกลืนแสงที่เหมาะสม 4 อัตราสวน คือ Pr-BSA 0.125 และ 0.25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรกับ

แอนติบอดีที่เชื่อมตอกับไบโอตินเจือจาง 1:8,000 เทา และ Pr-BSA 0.25 และ 0.50 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตรกับแอนติบอดีที่เชื่อมตอกับไบโอตินเจือจาง 1:16,000 เทา ตามลําดับ ดังแสดงในตาราง

ที่ 4.8 นําความเขมขนที่เหมาะสมดังกลาวไปใชในการหาความไวตอโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ

ตอไป 
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ตารางที่ 4.8 ผลการหาอัตราสวนที่เหมาะสมของ Pr-BSA กับแอนติบอดีที่เชื่อมตอกบัไบโอติน 

ดวยวิธ ี Direct ELISA เพือ่ใชในการเตรยีมชุดตรวจสอบแบบ Direct competitive 

ELISA (Ab captured) 

 

แอนติบอดี 

ที่เชื่อมตอกับไบโอติน 

(อัตราการเจือจาง) 

คาการดูดกลนืแสงที่ 450 นาโนเมตร 

ความเขมขนของ Pr-BSA (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

0 0.125 0.25 0.5 1 

1:1,000 0.184 3.066 3.079 3.120 3.036 

1:2,000 0.163 2.869 2.919 3.037 2.962 

1:4,000 0.136 2.348 2.894 2.992 2.897 

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

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

1:32,000 0.078 0.381 0.552 0.898 1.085 

1:64,000 0.086 0.27 0.382 0.607 0.733 

หมายเหต ุ*คาที่แสดงโดยตัวเลขทึบ คือ คาการดูดกลนืแสงจากการทาํ ELISA ที่ใช

แอนติเจนและแอนติบอดีที่มคีวามเขมขนทีเ่หมาะสมสาํหรับใชในการทดสอบความสามารถของ

แอนติบอดีในการจับกับโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ 

 

4.3.4.2 การทดสอบหาขีดความสามารถในการตรวจของชุดตรวจสอบตนแบบ

   

ทําการทดสอบหาความสามารถในการจับของแอนติบอดีที่เชื่อมตอกับไบโอติน

กับโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระดวยวิธี competitive ELISA จากอัตราสวนที่เหมาะสม 3 อัตราสวน

ในขอ 4.3.2.1 แลวแปรความเขมขนของโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระเปนตัวแขงขันในชวง 0-1,000 

นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ซึ่งแสดงผลในรูปของ %B/B0 ดังแสดงในรูป 4.8 จากการคํานวณหาคา IC50 

ของแตละอัตราสวน พบวาในภาวะที่ใช Pr-BSA ความเขมขน 0.125 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ

แอนติบอดีที่เชื่อมตอกับไบโอตินที่เจือจาง 1:8,000 เทา ใหคา IC50 เทากับ 11.42 นาโนกรัมตอ

มิลลิลิตร สวนในภาวะที่ใช Pr-BSA ความเขมขน 0.25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และแอนติบอดีที่

เชื่อมตอกับไบโอตินที่เจือจาง 1:8,000 เทา ใหคา IC50 เทากับ 34.72 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร สวน
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ในภาวะที่ใช Pr-BSA ความเขมขน 0.25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และแอนติบอดีที่เชื่อมตอกับ     

ไบโอตินที่เจือจาง 1:16,000 เทา ใหคา IC50 เทากับ 14.62 นาโนกรัมตอมิลลิลิตรและในภาวะที่ใช 

Pr-BSA ความเขมขน 0.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และแอนติบอดีที่เชื่อมตอกับไบโอตินที่เจือจาง 

1:16,000 เทา ใหคา IC50 เทากับ 17.15 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ แสดงใหเห็นอัตราสวนที่

ใหความไวมากที่สุดคือ Pr-BSA ความเขมขน 0.125 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และแอนติบอดีที่

เชื่อมตอกับไบโอตินที่เจือจาง 1:8,000 เทา นอกจากนี้ ยังพบวา ในภาวะที่ใช Pr-BSA และ

แอนติบอดีที่เชื่อมตอกับไบโอตินที่มีความเขมขนต่ําจะใหความไวที่สูงกวาภาวะที่มีความเขมขนสูง 

และการใชไบโอตินจะชวยขยายสัญญาณทําใหชุดตรวจสอบวิธี Direct competitive ELISA     

(Ab captured) นี้ มีความไวสูง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.8 ผลการทดสอบความไวของแอนติบอดีกับโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระโดยแปรอัตราสวน

ระหวาง Pr-BSA กับแอนติบอดีที่เชื่อมตอกับไบโอตินดวยวิธี Direct competitive ELISA               

(Ab captured)  
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4.3.5 การวิเคราะหเปรียบเทียบชุดตรวจสอบ ELISA แบบตางๆ 

เมื่อวิเคราะหชุดตรวจสอบทั้ง 4 แบบที่พัฒนาขึ้น โดยเทคนิค ELISA และเปรียบเทียบ

ความไวของชุดตรวจสอบจากคา IC50 และ LOD ไดผลสรุปดังแสดงในตาราง 4.9 โดยพบวาชุด

ตรวจสอบแบบ Direct competitive ELISA (Ab captured) มีความไวสูงสุด เนื่องจากใชปฏิกิริยา

ระหวาง biotin-streptavidin ทําใหเกิดการขยายสัญญาณไดโดย streptavidin ซึ่งเปนโปรตีนชนิด

หนึ่งที่มีคุณสมบัติเปนยาปฏิชีวนะ ถูกสรางขึ้นโดย Streptomyces avidinii ซึ่ง streptavidin 1 

โมเลกุลสามารถจับกับไบโอตินได 4 โมเลกุล ทําใหชุดตรวจสอบแบบ Direct competitive ELISA 

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

เมื่อวิเคราะหชุดตรวจสอบแบบ Indirect competitive ELISA (Ab captured) ซึ่งมีความ

ไวนอยกวาชุดตรวจสอบแบบ Direct competitive ELISA (Ab captured) โดยมีคา IC50 เทากับ 

15.88 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร จากการพิจารณาตนทุนและความสะดวกในการใชงาน จะเห็นไดวา

ชุดตรวจสอบแบบ Indirect competitive ELISA (Ab captured) มีขั้นตอนและเวลาในการทดสอบ

นานกวาชุดตรวจสอบแบบอื่น อีกทั้งตองใช HPR-conjugated goat anti-mouse IgG เปน

แอนติบอดี  ทุติยภูมิซึ่งจําเพาะตอแอนติบอดีปฏิยภูมิ ทําใหมีตนทุนในการผลิตเพิ่มมากขึ้น ชุด

ตรวจสอบแบบนี้จึงไมเหมาะสมในการนํามาพัฒนาเปนชุดตรวจสอบโพรเจสเทอโรนตนแบบ  

เมื่อวิเคราะหชุดตรวจสอบแบบ Direct competitive ELISA (Ag captured) ซึ่งมีความไว

รองลงมา จากชุดตรวจสอบแบบ Indirect competitive ELISA (Ab captured) โดยมีคา IC50 

เทากับ 42.12 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร จาการพิจารณาตนทุนและความสะดวกในการใชงาน จะเห็น

ไดวาชุดตรวจสอบแบบ Direct competitive ELISA (Ag captured) มีตนทุนในการเตรียมต่ํากวา

ชุดแบบอื่นๆ เนื่องจากใชเพียงแอนติบอดี และPr-HRP เทานั้น แตอยางไรก็ตามเมื่อคํานึงถึงความ

ไวของชุดตรวจสอบ ชุดตรวจสอบแบบนี้จึงไมเหมาะสมในการนํามาพัฒนาเปนชุดตรวจสอบ      

โพรเจสเทอโรนตนแบบ 

เมื่อวิเคราะหชุดตรวจสอบแบบ Direct competitive ELISA (Ag captured) ที่เคลือบหลุม

ดวยแอนติบอดีของแพะที่จําเพาะตอแอนติบอดีของหนูไมซ จะเหมือนกันกับชุดตรวจสอบแบบ 

Direct competitive ELISA (Ag captured) เพียงแตมีการใชแอนติบอดีของแพะที่จําเพาะตอ

แอนติบอดีของหนูไมซในการเคลือบหลุมกอนเทานั้น โดยคาดวาเมื่อใชแอนติบอดีของแพะที่

จําเพาะตอแอนติบอดีของหนูไมซ เคลือบหลุมกอนเพื่อใหสวน Fc ของแอนติบอดีจับกับสวนของ 

Fab ของแอนติบอดีของแพะ สงผลใหสวน Fab ของแอนติบอดีไปจับกับแอนติเจนไดมากขึ้น ทําให

ชุดตรวจสอบที่ไดมีความไวสูงมากขึ้น (Schneider และ Hammock, 1992) แตพบวาชุดตรวจสอบ
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แบบนี้มีความไวนอยกวาชุดตรวจสอบแบบอื่นๆ โดยมีคา IC50 เทากับ 77.19 นาโนกรัมตอ

มิลลิลิตร ซึ่งอาจเนื่องมาจากการที่แอนติบอดีของแพะที่จําเพาะตอแอนติบอดีของหนูที่ใชเคลือบ

หลุมนั้น ใชสวนของ Fab ไปในการยึดติดกับพื้นผิว ทําใหเหลือสวนของ Fab นอย ทําใหแอนติบอดี

ที่จําเพาะตอโพรเจสเทอโรนซึ่งจะจับ Fab สามารถจับไดในปริมาณที่ลดลง ทําใหความสามารถใน

การแขงขันการจับของโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระลดลง จึงสงผลให ELISA ชนิดนี้มีความไวลดลง  

อยางไรก็ตามในการเตรียมชุดตรวจสอบไมวาจะเตรียมชุดตรวจสอบแบบใด ส่ิงที่เปน

ปจจัยที่สําคัญที่สุด คือ ความสามารถเฉพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่นํามาใชเตรียมชุด

ตรวจสอบ ซึ่งจะสงผลโดยตรงกับความไวของชุดตรวจสอบที่ได และตองพิจารณาความสะดวกใน

การใชงานขั้นตอนและเวลาในการทดสอบงายและรวดเร็ว จากการวิเคราะหเปรียบเทียบชุด

ตรวจสอบ ELISA แบบตางๆทั้ง 4 แบบขางตนแลว จะเห็นไดวาชุดตรวจสอบแบบ Direct 

competitive ELISA (Ab captured) มีความไวสูงกวา ELISA แบบอ่ืนๆ โดยมีคา IC50 เทากับ 

11.42 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร และ LOD  เทากับ 2.20 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร เมื่อพิจารณาความ

สะดวกในการใชงานขั้นตอนและเวลาในการทดสอบก็มีความเหมาะสม ดังนั้นชุดตรวจสอบแบบ 

Direct competitive ELISA (Ab captured) จึงมีความเหมาะสมในการนําไปใชงานในเชิงพาณิชย 

ดังนั้น จึงไดเลือก ELISA ระบบดังกลาวสําหรับเตรียมเปนชุดตรวจสอบตนแบบ เพื่อทําการหา

ประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบตอไป 
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ตารางที่ 4.9 สรุปผลการเปรียบเทียบชุดตรวจสอบ ELISA แบบตางๆ  

 

รูปแบบของชุดตรวจสอบ 

 อัตราสวนระหวาง

แอนติเจน 

และแอนติบอดี 

เวลาในการ

ทดสอบ 

(ชั่วโมง) 

IC50 

(ng/ml) 

LOD 

(ng/ml) 

Direct competitive 

ELISA(Ag captured) 

Ab 0.5 μg/ml 

Pr-HRP 1:5,000 

 

 

1.30 42.12 5.44 

Direct competitive 

ELISA (Ag captured)  

Pre coated with goat 

anti mouse Ig 

 

Ab 1 μg/ml 

Pr-HRP 1:4,000 

goat anti mouse 1: 

500 

 

 

 

1.30 

 

77.19 8.47 

Indirect competitive 

ELISA (Ab captured) 

Pr-BSA 0.5 μg/ml 

Ab 10 ng/ml 

 

 

3.30 

 

15.88 3.50 

Direct competitive 

ELISA (Ab captured) 

Pr-BSA 0.125 μg/ml 

Ab-biotin 1:8,000 

 

2.40 

 

11.42 2.20 

 
 
4.4 การเตรยีมชุดตรวจสอบตนแบบดวยวธิี Direct competitive ELISA (Ab captured) 

4.4.1 การสรางกราฟมาตรฐาน 

หลังจากการคัดเลือกชุดตรวจสอบที่มีความไวสูงสุดดังที่กลาวขางตน จึงทําการเตรียมชุด

ตรวจสอบตนแบบดวยวิธี Direct competitive ELISA (Ab captured) ตามขั้นตอนในขอ 3.4.5.4 

โดยใชความเขมขนของ Pr-BSA เคลือบหลุมเทากับ 0.125 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และแอนติบอดี

ที่เช่ือมตอกับไบโอติน เจือจาง 1:8,000 เทา และแปรความเขมขนของโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ

เปนตัวแขงขันในชวง 0-1,000 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร (ตารางที่ ก.3 ในภาคผนวก ก) แลวนําผลที่

ไดมาหาคาเฉลี่ยของคาการดูดกลืนแสง คา %B/B0 และคาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) ซึ่งแสดงผล
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ในตารางที่ 4.10 และนําขอมูลดังกลาวมาสรางกราฟโดยใชโปรแกรม GraphPad Prism 4.03 โดย

ใหแกน X เปนลอการิทึมของความเขมขนของโพรเจสเทอโรนมีหนวยเปนนาโนกรัมตอมิลลิลิตร 

และแกน Y เปน %B/B0 โดยที่ B คือคาการดูดกลืนแสงโดยวิธี Direct competitive ELISA (Ab 

captured) ที่มีโพรเจสเทอโรนอิสระที่ความเขมขนตางๆ เปนตัวแขงขัน และ B0 คือ คาการดูดกลืน

แสงที่ไมมีโพรเจสเทอโรนเปนตัวแขงขัน ไดกราฟแสดงดังรูปที่ 4.9 จากนั้นทําการเลือกชวงความ

เขมขนของโพรเจสเทอโรนที่สามารถสรางกราฟเสนตรง พบวา ชวงความเขมขนของโพรเจสเทอโรน

ที่จะนํามาสรางเปนกราฟมาตรฐานที่มีลักษณะเปนเสนตรง คือชวง 0, 1, 2.5, 5, 10, 25 และ 50 

นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ไดกราฟมาตรฐานแสดงดังรูปที่ 4.10 

 

ตารางที่ 4.10 ผลของคาการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร คา %B/B0 และคาเบีย่งเบนมาตรฐาน 

(SD) ที่ไดจากการทาํ Direct competitive ELISA (Ab captured) สําหรับสราง

กราฟมาตรฐานของชุดตรวจสอบโพรเจสเทอโรนตนแบบ 

 

ความเขมขนโพรเจสเทอโรน 

(นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) 

คาการดูดกลนืแสงที ่

450 นาโนเมตร 
%B/B0 SD 

0          1.446 100.00 0.01 

1          1.309 90.54 0.01 

2.5          1.059 73.26 0.05 

5          0.836 57.81 0.02 

10          0.686 47.41 0.03 

25          0.556 38.45 0.01 

50          0.229 15.81 0.01 
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รูปที่ 4.9 กราฟแสดงชวงความเขมขนของโพรเจสเทอโรนดวยโปรแกรม GraphPad Prism 

               เพื่อใชในการสรางกราฟมาตรฐานของชุดตรวจสอบตนแบบ 

 

 
รูปที่ 4.10 กราฟมาตรฐานของชุดตรวจสอบตนแบบ Direct competitive ELISA  

(Ab captured) 

 

  

 

(ng/ml) 
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 4.4.2 การศึกษาปจจยัของเวลาและอุณหภูมิที่ใชในการบมโพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอ BSA 

กับแอนติบอดีที่เชื่อมตอไบโอติน และโพรเจสเทอโรนในรปูอิสระ 

 ในการพัฒนาชุดตรวจสอบสิ่งที่เปนปจจัยที่สําคัญที่สุด คือ ความไวของชุดตรวจสอบ 

ความสะดวกในการใชงาน ขั้นตอนและเวลาในการทดสอบที่งายและรวดเร็ว ในการพัฒนาชุด

ตรวจสอบตนแบบจึงตองคํานึงถึงเวลาและอุณหภูมิที่สะดวกและงายตอการใชงาน โดยทําการแปร

เวลาและอุณหภูมิที่ใชในการบมตัวอยางตามขอ 3.4.5.2 โดยจะเลือกเวลาที่ใชในการบมที่

เหมาะสมที่สุด และอุณหภูมิที่สะดวกตอการใชงานมากที่สุด จากผลการทดลอง พบวา กราฟ

มาตรฐานของแตละชุดการทดลองมีคาใกลเคียงกันดังแสดงในรูปที่ 4.11 ซึ่งพิจารณาจากคา R2 ที่

มีคาใกลเคียงกัน แตเมื่อพิจารณาผลที่ทําการบม 1 ชั่วโมง หลุมที่ไมมีการเติมโพรเจสเทอโรนใหคา

การดูดกลืนแสงที่ต่ํากวา 1 ดังแสดงในตารางที่ 4.11 จึงไมเหมาะสมในการบม เมื่อพิจารณา

อุณหภูมิจากการบมที่อุณหภูมิหอง และบมที่ 37⁰C เปนเวลา 1:30 ชั่วโมงและ 2 ชั่วโมง 

ตามลําดับ พบวามีคา R2  อยูในชวงที่ยอมรับได ดังนั้นจึงเลือกใชอุณหภูมิในการบมที่อุณหภูมิหอง

เปนเวลา 1:30 ชั่วโมง ซึ่งเปนเวลานอยที่สุดที่ใหคาการดูดกลืนแสงใกลเคียง 1 และอุณหภูมิที่

สะดวกและงายตอการใชกับชุดตรวจสอบโพรเจสเทอโรนตนแบบดวยวิธี Direct competitive 

ELISA (Ab captured) นี้ 
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ตารางที่ 4.11 ผลของการศึกษาเวลาและอุณหภูมิที่ใชในการบมโพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอ BSA 

กับแอนติบอดีที่เชื่อมตอไบโอติน และโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระของชุดตรวจสอบ

ตนแบบ  

ความเขมขน 

โพรเจสเทอโรน 
(นาโนกรัม
ตอมิลลิลิตร) 

คาการดูดกลนืแสงที่ 450 นาโนเมตร 

 
1 hr RT 1 hr 37⁰C 

 
1:30 hr RT 

 
1:30 37⁰C 

 
2 hr RT 

 
2 hr 37⁰C 

0 0.780 0.875 1.071 1.121 1.122 1.288 

1 0.625 0.732 1.026 1.086 1.039 1.231 

2.5 0.565 0.632 0.857 0.947 0.875 1.106 

5 0.472 0.521 0.622 0.809 0.644 0.791 

10 0.315 0.436 0.495 0.647 0.448 0.586 

25 0.235 0.327 0.242 0.277 0.304 0.379 

50 0.077 0.101 0.157 0.176 0.193 0.198 

R2 0.986 0.961 0.990 0.973 0.989 0.991 
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รูปที่ 4.11 กราฟมาตรฐานของชุดตรวจสอบตนแบบ Direct competitive ELISA  

               (Ab captured) ในภาวะการบมตางๆ 

4.4.3 การทดสอบปฏิกิริยาขามของชุดตรวจสอบโพรเจสเทอโรนตนแบบ 

จากการทดสอบปฏิกิริยาขามของชุดตรวจสอบโพรเจสเทอโรนดวยวิธี Direct competitive 

ELISA (Ab captured)  โดยทําการทดสอบปฏิกิริยาขามกับสารในกลุมฮอรโมนสเตอรอยดที่มี

โครงสรางคลายโพรเจสเทอโรน ไดแก โพรเจสเทอโรน-17 แอลฟาไฮดรอกซี เทสโทสเทอโรน      

คอรทิโคสเทอโรน  เอสทราไดออล คอเลสเทอรอล และแอลโดสเทอโรน พบวาเมื่อใชความเขมขน

ของสารที่ใชในการแขงขันสูงมากที่สุดที่ 20 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร คาการดูดกลืนแสงจากการทํา 

ELISA ยังลดต่ําลงเพียงเล็กนอย ซึ่งทําใหคา IC50 สูงมาก เมื่อคํานวณหาคาเปอรเซ็นตปฏิกิริยา

ขาม ไดผลดังแสดงในตารางที่ 4.12 และทดสอบปฏิกิริยาขามของชุดตรวจสอบโพรเจสเทอโรนกับ

สารนอกกลุมฮอรโมน  สเตอรอยด ไดแก เพนิซิลลิน เททราซัยคลิน นอรฟลอกซาซิน ซัลบูทามอล 

เอนโรฟลอกซาซิน สเตรปโตมัยซิน และเคลนบูเทรอล พบวาคาเปอรเซ็นตปฏิกิริยาขามต่ํากวา 

0.02 เปอรเซ็นต แสดงวาชุดตรวจสอบตนแบบที่พัฒนาขึ้นมีความจําเพาะตอโพรเจสเทอโรนสูง 

โดยไมทําปฏิกิริยากับสารนอกกลุมฮอรโมนสเตอรอยด 

 

 

 

 

2 hr  RT 

1 hr 37
⁰
C 

1 hr  RT 

2 hr 37
⁰
C 

1:30 hr  RT 

1:30 hr  RT 

(ng/ml) 
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ตารางที่ 4.12 ผลการทาํปฏิกิริยาขาม (Cross-reactivity; CR) ของชดุตรวจสอบตนแบบ ตอสาร

ในกลุมและนอกกลุมฮอรโมนสเตอรอยด 

          Competitors CR (%) IC50 (ng/ml) 

สารในกลุม 

ฮอรโมนสเตอรอยด 
 

 

 

 

 

 

 

โพรเจสเทอโรน 100 4.74 

โพรเจสเทอโรน-17 แอลฟา 

ไฮดรอกซี 

2.9 316.9 

เทสโทสเทอโรน 2.2 430.5 

คอรทิโคสเทอโรน 0.05 1636.7 

เอสทราไดออล  <0.02 >20,000 

คอเลสเทอรอล <0.02 >20,000 

แอลโดสเทอโรน <0.02 >20,000 

สารนอกกลุม

ฮอรโมนสเตอรอยด 

เพนิซิลลิน <0.02 >20,000 

เททราซัยคลิน  <0.02 >20,000 

นอรฟลอกซาซิน <0.02 >20,000 

 ซัลบูทามอล <0.02 >20,000 

เอนโรฟลอกซาซิน <0.02 >20,000 

 

 

สเตรปโตมัยซนิ <0.02 >20,000 

เคลนบูเทรอล <0.02 >20,000 

 

4.4.4 การประเมินประสทิธิภาพของชุดตรวจสอบตนแบบ 

4.4.4.1 การหาคาความไว (sensitivity) ของชุดตรวจสอบตนแบบ 

           จากการทดสอบหาคาความไวของชุดตรวจสอบตนแบบโดยวิธี  Direct 

competitive ELISA (Ab captured) ตามขั้นตอน 3.4.5.4 เมื่อนําขอมูลมาสรางกราฟเสนตรงโดย

ใหแกน X เปนลอการิทึมของความเขมขนโพรเจสเทอโรนและแกน Y เปนคา%B/B0 แลวทําการหา

คาความไวของชุดตรวจสอบ โดยนําคา B0 12 คา จากขอมูลในตารางที่ 4.13 มาหาคาเบี่ยงเบน

มาตรฐาน (SD) จากนั้นคํานวณหาคา LOD และ LOQ โดยโปรแกรม GraphPad Prism 4.03 

แลวเปลี่ยนใหอยูในรูปของความเขมขนของโพรเจสเทอโรนในหนวยนาโนกรัมตอมิลลิลิตร พบวา

ชุดตรวจสอบตนแบบมีความไวหรือมีขีดจํากัดในการวัดปริมาณของโพรเจสเทอโรนต่ําที่สุด 
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(LOD) เทากับ 2.20 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร และมีขีดจํากัดในการวัดปริมาณของโพรเจสเทอโรน

ต่ําที่สุดอยางถูกตอง (LOQ) เทากับ 14.4 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร  

 

ตารางที่ 4.13 ผลการหาคา LOD และ LOQ ของชุดตรวจสอบตนแบบ 

 
คาการดูดกลนืแสงที่ 450 นาโนเมตร ที่ไม
มีโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ(B0) (n=12) Mean SD LOD 

(ng/ml) 
LOQ 

(ng/ml) 
1.398 1.300 1.237 

1.354 0.06 2.2 14.4 
1.421 1.37 1.313 

1.455 1.379 1.317 

1.312 1.368 1.384 

 

4.4.4.2. คาความแมนยาํ (precision) ของชุดตรวจสอบตนแบบ 

การหาคาความแมนยําของชุดตรวจสอบตนแบบโดยวิธี Direct competitive 

ELISA (Ab captured) สามารถวิเคราะหไดจากการทํา intra-variation assay และ inter-

variation assay แลวนําขอมูลที่ไดมาคํานวณหาคารอยละของสัมประสิทธิ์ความแปรปรวน      

(% coefficient variation; %CV) พบวา intra-variation assay จากการทําซ้ําของจํานวนตัวอยาง 

12 ซ้ํา ไดคาอยูในชวง 4.45-16.72 สวน inter-variation assay จากการทําซ้ําของจํานวนครั้งการ

ทดลอง 4 คร้ัง ไดคาอยูในชวง 4.98–9.45 ดังแสดงในตารางที่ 4.14 ซึ่งต่ํากวา 20 จึงอยูในชวงที่

ยอมรับได (Krotzky และ Seeh, 1995) 
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ตารางที่ 4.14 การวิเคราะหความแปรปรวนของชุดตรวจสอบตนแบบ 

 

ความเขมขนของโพรเจสเทอโรน  

(นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) 

intra-variation assay 

(n=12) 

inter-variation assay 

(N=4) 

mean SD %CV mean SD %CV 

0 1.258 0.118 9.419 1.230 0.074 6.004 

1 1.218 0.074 6.080 1.166 0.063 5.394 

2.5 1.028 0.109 10.604 1.030 0.065 6.286 

5 0.884 0.039 4.450 0.870 0.043 4.979 

10 0.641 0.076 11.787 0.603 0.055 9.170 

25 0.462 0.063 13.667 0.453 0.034 7.490 

50 0.237 0.040 16.716 0.265 0.025 9.453 

หมายเหต ุ n        คือ จํานวนซ้ําของตัวอยาง 

  N       คือ จํานวนครั้งของการทดลอง โดยในแตละครั้งของการทดลองจะทํา 4 ซ้ํา 

 
4.5 การวิเคราะหโพรเจสเทอโรนในตัวอยาง 
 

4.5.3 การวเิคราะหโพรเจสเทอโรนในตัวอยางน้ํานมโค 

 จากการนําชุดตรวจสอบตนแบบมาวิเคราะหกับตัวอยางน้ํานมโค ที่มีการเติม                

โพรเจสเทอโรนใหไดความเขมขนสุดทายเทากับ 0, 1, 2.5, 5, 7.5, 10, 25 และ 50 นาโนกรัมตอ

มิลลิลิตร แลวทําการวิเคราะหตามขั้นตอนในขอ 3.4.6.1 แลวนําผลการทดลองที่ไดไปเทียบกับ

กราฟมาตรฐาน (รูปที่ ก.4 ภาคผนวก ก) เพื่อคํานวณความเขมขนของโพรเจสเทอโรน %recovery 

และ %CV จากการทดลองทั้งหมด ความเขมขนของโพรเจสเทอโรนที่วิเคราะหไดใหคาใกลเคียง

กับความเขมขนที่เติมลงไป และ %recovery ที่ไดอยูในชวงที่ยอมรับได การหา intra-variation 

assay และ inter-variation assay สามารถคํานวณหา %CV ไดอยูในชวงที่ยอมรับไดคือ 1.52-

6.81 และ 2.56-4.66 ดังแสดงในตารางที่ 4.15 และ 4.16 ตามลําดับ ดังนั้น ชุดตรวจสอบตนแบบ

มีความสามารถวัดโพรเจสเทอโรนในตัวอยางน้ํานมโคไดอยางถูกตอง 
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4.5.4 การวเิคราะหโพรเจสเทอโรนในตัวอยางซีรัม 

 สําหรับตัวอยางซี รัมโคที่นํามาวิ เคราะหดวยชุดตรวจสอบตนแบบไดทําการเติม              

โพรเจสเทอโรนใหไดความเขมขนสุดทายเทากับ 0, 1, 2.5, 5, 7.5, 10, 25 และ 50 นาโนกรัมตอ

มิลลิลิตร ทําการสกัดดวยไดเอททิลอีเทอรดังขอ 3.4.6.3 แลวจึงนําไปวิเคราะหกับชุดตรวจสอบ

ตนแบบตามขั้นตอนในขอ 3.4.6.2 พบวาความเขมขนของโพรเจสเทอโรนที่ทําการวิเคราะหได

หลังจากนําไปเทียบกับกราฟมาตรฐาน (รูปที่ ก. 4 ภาคผนวก ก) มีคาใกลเคียงกับความเขมขน

ของโพรเจสเทอโรนที่เติมลงไปขางตน ซึ่งเมื่อคํานวณหา %recovery พบวาอยูในชวงที่ยอมรับได 

แลวหา intra-variation assay และ inter-variation assay โดยคํานวณหา %CV พบวาอยูในชวงที่

ยอมรับไดคือ 1.09-3.98 และ 1.83-2.59 ดังแสดงในตารางที่ 4.17 และ 4.18 ตามลําดับ ดังนั้นชุด

ตรวจสอบตนแบบสามารถวิเคราะหโพรเจสเทอโรนในตัวอยางซีรัมโคไดอยางถูกตอง 

 

ตารางที่ 4.15 ผลการวิเคราะห Intra-variation ในตวัอยางน้าํนมโคดวยชุดตรวจสอบตนแบบ 

 

Experiment 

no. 

Fortified conc. 

(ng/ml) 

Intra-variation assay (n=12) 

Measured conc. 

± SD (ng/ml) 

%Recovery %CV 

 

 

 

 

Ι 

 

1 

 

1.15±0.03 114.54 2.47 

2.5 2.79±0.02 111.42 2.16 

5 5.42±0.04 108.45 2.30 

7.5 8.28±0.01 110.41 4.69 

10 11.75±0.02 117.49 1.52 

25 27.74±0.03 110.95 2.93 

50 59.48±0.09 118.95 5.43 
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1 0.89±0.04 89.21 2.19 

 2.5 2.79±0.02 118.96 3.75 

 5 5.42±0.03 117.57 1.31 

ΙΙ 7.5 8.28±0.02 101.10 3.95 

 10 11.75±0.01 98.46 3.12 

 25 27.74±0.05 90.05 2.38 

 50 59.48±0.08 119.24 3.55 

 

 

 

ΙΙΙ 

1 0.85±0.04 85.20 2.84 

2.5 2.28±0.02 91.22 2.28 

5 5.37±0.03 107.42 3.01 

7.5 8.91±0.02 118.93 3.15 

10 9.51±0.01 95.12 3.72 

25 21.41±0.05 85.66 2.70 

50 57.98±0.08 115.97 4.30 

 1 0.93±0.07 93.49 6.63 

 2.5 2.13±0.04 85.32 4.28 

 5 4.59±0.03 91.90 3.68 

ΙV 7.5 8.60±0.02 114.77 2.86 

 10 11.14±0.02 111.49 3.32 

 25 22.07±0.03 88.29 4.96 

 50 56.20±0.06 112.40 6.81 

หมายเหต ุ n        คือ จํานวนซ้ําของตัวอยาง 

  N       คือ จํานวนครั้งของการทดลอง โดยในแตละครั้งของการทดลองจะทํา 4 ซ้ํา 
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ตารางที่ 4.16 ผลการวิเคราะห Inter-variation ในตวัอยางน้าํนมโคดวยชุดตรวจสอบตนแบบ 

 

 Fortified 

conc. 

(ng/ml) 

 Inter-variation assay 

(N=4) 

 

Measured conc. ± SD 

(ng/ml) 

%Recovery %CV 

 

 

 

1 

 

0.96±0.03 95.61 3.83 

 2.5 2.54±0.04 101.73 2.56 

 5 5.32±0.02 106.33 3.84 

 7.5 8.35±0.03 111.30 2.65 

 10 10.56±0.05 105.64 3.09 

 25 23.44±0.02 93.74 4.15 

 50 58.32±0.06 116.64 4.66 

หมายเหต ุ n        คือ จํานวนซ้ําของตัวอยาง 

  N       คือ จํานวนครั้งของการทดลอง โดยในแตละครั้งของการทดลองจะทํา 4 ซ้ํา 
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ตารางที่ 4.17 ผลการวิเคราะห Intra-variation ในตวัอยางซีรัมโคดวยชดุตรวจสอบตนแบบ 

 

Experiment 

no. 

Fortified conc. 

(ng/ml) 

Intra-variation assay (n=12) 

Measured conc. 

± SD (ng/ml) 

%Recovery %CV 

 

 

 

 

Ι 

 

1 

 

0.80±0.04 80.11 2.77 

2.5 2.21±0.06 88.42 2.41 

5 4.90±0.02 98.57 1.34 

7.5 6.73±0.05 89.77 3.91 

10 9.56±0.04 95.67 1.30 

25 24.18±0.02 96.76 1.93 

50 48.44±0.08 96.88 2.73 

 1 0.94±0.04 94.32 2.91 

 2.5 2.31±0.04 92.44 3.34 

 5 4.30±0.02 85.99 2.14 

ΙΙ 7.5 6.62±0.01 88.22 1.75 

 10 9.43±0.01 94.25 1.28 

 25 22.68±0.05 90.74 2.43 

 50 49.36±0.08 95.94 2.95 
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ΙΙΙ 

1 0.90±0.03 90.25 2.49 

2.5 2.10±0.01 83.87 1.12 

5 4.30±0.02 85.90 2.38 

7.5 6.23±0.02 83.12 2.58 

10 8.86±0.03 88.60 2.66 

25 23.02±0.04 92.07 1.09 

50 47.39±0.07 94.78 1.41 

 1 0.97±0.04 96.87 3.65 

 2.5 2.21±0.03 88.32 3.18 

 5 4.54±0.03 90.88 3.98 

ΙV 7.5 7.16±0.01 95.43 1.78 

 10 9.53±0.01 95.35 1.80 

 25 20.50±0.03 81.98 2.06 

 50 48.22±0.06 96.45 2.44 

 

หมายเหต ุ n        คือ จํานวนซ้ําของตัวอยาง 

  N       คือ จํานวนครั้งของการทดลอง โดยในแตละครั้งของการทดลองจะทํา 4 ซ้ํา 
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ตารางที่ 4.18 ผลการวิเคราะห Inter-variation ในตวัอยางซีรัมโคดวยชดุตรวจสอบตนแบบ 

 

 Fortified 

conc. 

(ng/ml) 

 Inter-variation assay 

(N=4) 

 

Measured conc. ± SD 

(ng/ml) 

%Recovery %CV 

 

 

 

1 

 

0.90±0.03 90.39 2.59 

 2.5 2.21±0.04 88.26 2.51 

 5 4.52±0.02 90.34 2.54 

 7.5 6.69±0.03 89.14 2.39 

 10 9.35±0.05 93.47 1.84 

 25 22.60±0.02 90.39 1.83 

 50 48.01±0.06 96.01 2.28 

หมายเหต ุ n        คือ จํานวนซ้ําของตัวอยาง 

  N       คือ จํานวนครั้งของการทดลอง โดยในแตละครั้งของการทดลองจะทํา 4 ซ้ํา 
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ตารางที่ 4.19 สรุปผลการวิเคราะหโพรเจสเทอโรนในตวัอยาง 

 

ตัวอยาง %Recovery 
%CV 

intra-assay (n=12) 

%CV 

(inter-assay) (N=4) 

น้ํานมโค 85.20-119.24 1.52-6.81 2.56-4.66 

ซีรัมโค 88.26-96.01 1.09-3.98 1.83-2.59 

หมายเหต ุ n        คือ จํานวนซ้ําของตัวอยาง 

  N       คือ จํานวนครั้งของการทดลอง โดยในแตละครั้งของการทดลองจะทํา 4 ซ้ํา 
 
4.6 ผลการเปรียบเทียบการวิเคราะหตัวอยางโดยการใชชุดตรวจสอบ ELISA ทางการคา 
และเทคนิค HPLC 

4.6.1 เปรียบเทียบผลการวิเคราะหตัวอยางระหวางการใชชุดตรวจสอบตนแบบ และชุด

ตรวจสอบทางการคา 

ทําการเปรียบเทียบการวิเคราะหโพรเจสเทอโรนในตัวอยางน้ํานมโคและซีรัมโค ระหวาง

ชุดตรวจสอบตนแบบที่เตรียมไดดวยวิธี Direct competitive ELISA (Ab captured) กับชุด

ตรวจสอบโพรเจสเทอโรนทางการคาของบริษัท EURO-DIAGNOSTICA เพื่อประเมินความถูกตอง

และประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบตนแบบที่ได โดยใชตัวอยางที่ผานการสกัดดวยวิธีเดียวกัน

ทั้งหมด แลวแบงมาวิเคราะหตามขั้นตอนของชุดตรวจสอบทั้งสองแบบดังขอ 3.4.7.1  

ทําการเติมโพรเจสเทอโรนลงในตัวอยางน้ํานมโคและซีรัมโคใหมีความเขมขนสุดทาย 

เทากับ 0, 1, 2.5, 5, 7.5, 10, 25 และ 50 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร แลวตรวจวิเคราะหดวยชุด

ตรวจสอบตนแบบและชุดตรวจสอบ EURO-DIAGNOSTICA ไดผลดังแสดงในตารางที่ 4.20 และ 

4.21 พบวาชุดตรวจสอบทั้งสองแบบสามารถวิเคราะหปริมาณของโพรเจสเทอโรนในตัวอยาง ได

คาใกลเคียงกับปริมาณที่เติมลงไปในตัวอยาง ถึงแมวาผลการทดลองในชุดตรวจสอบ EURO-

DIAGNOSTICA เมื่อเทียบกับกราฟมาตรฐาน (รูปที่ ก.5 ภาคผนวก ก) ใหปริมาณของ              

โพรเจสเทอโรนที่วิเคราะหไดต่ํากวาปริมาณของโพรเจสเทอโรนที่เติมลงไป เห็นไดจาก %recovery 

ที่ไดต่ํากวาที่มาตรฐานกําหนดไว เชน ในตัวอยางน้ํานมโคที่เติมโพรเจสเทอโรนลงไป 50 นาโนกรัม

ตอมิลลิลิตร ไดผลการวิเคราะหเทากับ 40.97 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร %recovery ที่ไดเทากับ 

81.94 ชุดตรวจสอบทั้ง 2 ชุดสามารถวิเคราะหตัวอยางน้ํานม และซีรัมโค ได %recovery อยู

ในชวงที่กําหนด (80-120%) จากนั้นนําผลการวิเคราะหจากตัวอยางทั้ง 2 ชนิด ที่ไดจากชุด
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ตรวจสอบตนแบบ และชุดตรวจสอบ EURO-DIAGNOSTICA ไปเขียนกราฟแสดงความสัมพันธ

ของการวิเคราะหโพรเจสเทอโรนที่เติมลงในตัวอยางน้ํานม และซีรัมโคโดยชุดตรวจสอบตนแบบ 

และชุดตรวจสอบ EURO-DIAGNOSTICA ใหแกน X เปนความเขมขนของโพรเจสเทอโรนที่

วิเคราะหจากชุดตรวจสอบตนแบบ และแกน Y เปนความเขมขนของโพรเจสเทอโรนที่วิเคราะหจาก

ชุดตรวจสอบ EURO-DIAGNOSTICA ดังแสดงในรูปที่ 4.12 ในตัวอยางน้ํานม และซีรัมโค นาํมา

คํานวณคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ (Correlation coefficient, r) ไดเทากับ 0.9869 และ 0.9976 

ตามลําดับ โดยคา r เปนคาที่แสดงถึงความสัมพันธของผลการทดสอบดวยวิธี ELISA ทั้งสองแบบ 

ซึ่งตองมีคามากกวา 0.85 จึงจะถือวามีความสัมพันธไปในทิศทางเดียวกัน (Saita และคณะ, 

2003) จากผลการทดลองพบวาคา r ที่ไดมีคามากกวา 0.85 แสดงใหเห็นวาผลการวิเคราะหที่ได

ชุดตรวจสอบตนแบบกับชุดตรวจสอบ EURO-DIAGNOSTICA ใหผลที่สอดคลองและใกลเคียงกัน 

ดังนั้น ชุดตรวจสอบตนแบบมีประสิทธิภาพในการตรวจวัดโพรเจสเทอโรนในตัวอยางไดเทียบเทา

กับชุดตรวจสอบที่มีจําหนาย 
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ตารางที่ 4.20 ผลการเปรียบเทียบการวิเคราะหตัวอยางน้ํานมโค ดวยชุดตรวจสอบตนแบบ และ

ชุดตรวจสอบโพรเจสเทอโรนของบริษัท EURO-DIAGNOSTICA 

 

Fortifie

d conc. 

(ng/ml) 

ชุดตรวจสอบตนแบบของงานวิจัยนี ้

(n=3) 

ชุดตรวจสอบโพรเจสเทอโรนจากบริษทั 

EURO-DIAGNOSTICA (n=3) 

Measured conc.  

± SD (ng/ml) 
%Recovery 

Measured conc.  

± SD (ng/ml) 
%Recovery 

0 0.09±0.04 - 0.02±0.01 - 

1 0.86±0.03 86.44 0.83±0.01 82.97 

2.5 2.65±0.05 106.05 2.22±0.03 88.94 

5 4.18±0.02 83.73 4.38±0.01 87.76 

10 9.10±0.02 91.05 11.48±0.03 114.84 

25 28.46±0.02 113.86 24.00±0.02 96.01 

50 41.85±0.03 83.71 40.97±0.01 81.94 

หมายเหต ุ n คือ จํานวนซ้ําของตัวอยาง 
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ตารางที่ 4.21 ผลการเปรียบเทียบการวิเคราะหตัวอยางซีรัมโค ดวยชุดตรวจสอบตนแบบ และชุด 

       ตรวจสอบโพรเจสเทอโรนของบริษัท EURO-DIAGNOSTICA 

Fortifie

d conc. 

(ng/ml) 

ชุดตรวจสอบตนแบบของงานวิจัยนี ้

(n=3) 

ชุดตรวจสอบโพรเจสเทอโรนจาก

บริษัท 

EURO-DIAGNOSTICA (n=3) 

Measured conc.  

± SD (ng/ml) 
%Recovery 

Measured conc.   

± SD (ng/ml) 
%Recovery 

0 0.05±0.04 - 0.03±0.02 - 

1 0.81±0.03 81.39 1.13±0.03 113.29 

2.5 2.18±0.04 87.20 2.26±0.03 90.53 

5 4.14±0.03 82.80 4.59±0.02 91.92 

10 8.84±0.04 88.40 10.93±0.02 109.37 

25 22.83±0.02 91.32 22.86±0.03 91.45 

50 40.97±0.02 81.94 41.20±0.02 82.40 

หมายเหต ุ n คือ จํานวนซ้ําของตัวอยาง 
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รูปที่ 4.12 กราฟแสดงความสัมพันธของการวิเคราะหโพรเจสเทอโรนที่เติมลงในตัวอยาง  

   น้ํานม และซีรัมโคที่ไดจากชุดตรวจสอบตนแบบ และชุดตรวจสอบ EURO- 

   DIAGNOSTICA  

 

4.6.2 การเปรยีบเทียบผลการวิเคราะหตัวอยางดวยชุดตรวจสอบตนแบบและวิธี HPLC 

ในการเปรียบเทียบผลการวิเคราะห ระหวางชุดตรวจสอบตนแบบที่เตรียมไดดวยวิธี 

Direct competitive ELISA (Ab captured) กับวิธี HPLC เนื่องจากวิธี HPLC เปนวิธีทางเคมี ที่มี

ความถูกตองและแมนยําสูง และเพื่อตรวจสอบความถูกตองของผลการวิเคราะหที่ไดจากชุด

ตรวจสอบตนแบบที่ไดจากงานวิจัยนี้ จึงทําการวิเคราะหโดยใชตัวอยางเดียวกันแลวแบงวิเคราะห

ทั้ง 2 วิธี โดยทําการเตรียมตัวอยางตามขั้นตอนในขอ 3.4.6 เตรียมความเขมขนของโพรเจสเทอโรน

ตัวอยางที่ใชในการวิเคราะหเทากับ 0, 100, 250, 500 และ 1000 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร เทียบกับ

กราฟมาตรฐานของวิธี HPLC (รูปที่ ก.6 ภาคผนวก ก) จะเห็นวาความเขมขนของโพรเจสเทอโรนที่

นําใชในการทดลองนี้ มีคาสูงกวาการเปรียบเทียบกับชุดตรวจสอบของบริษัท EURO-

DIAGNOSTICA เนื่องมาจากในการวิเคราะหดวยเทคนิค HPLC นี้ มีความสามารถในการตรวจวัด

โพรเจสเทอโรนไดต่ําที่สุด เทากับ 100 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร จึงเลือกความเขมขนของ               

โพรเจสเทอโรนดังที่กลาวมาในขางตน ใชในการเปรียบเทียบระหวางชุดตรวจสอบตนแบบกับ

เทคนิค HPLC  
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 เมื่อเปรียบเทียบผลการวิเคราะหที่ไดจากเทคนิคทั้งสอง พบวาปริมาณของโพรเจสเทอโรน

ที่วิเคราะหไดใหคาใกลเคียงกันกับปริมาณของโพรเจสเทอโรนที่เติมลงไป และคํานวณหา 

%recovery ของทั้งชุดตรวจสอบตนแบบ และเทคนิค HPLC ไดไมเกินกวาคาที่กําหนด ดังแสดงใน

ตารางที่ 4.22 และ 4.23 และนําผลการวิเคราะหตัวอยางน้ํานมและซีรัม ที่ไดจากชุดตรวจสอบ

ตนแบบกับเทคนิค HPLC ไปเขียนกราฟแสดงความสัมพันธของการวิเคราะห             โพรเจสเทอ

โรนที่เติมลงในตัวอยางน้ํานม และซีรัมโคโดยชุดตรวจสอบตนแบบ และเทคนิค HPLC โดยใหแกน 

X เปนความเขมขนของโพรเจสเทอโรนที่วิเคราะหจากชุดตรวจสอบตนแบบ และแกน Y เปนความ

เขมขนของโพรเจสเทอโรนที่วิเคราะหจากเทคนิค HPLC ดังแสดงในรูปที่ 4.13 ในตัวอยางน้ํานม 

และซีรัมโค คํานวณคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ ไดเทากับ 0.9907 และ 0.9982 ตามลําดับ ในการ

วิเคราะหตัวอยางทั้งหมดใหคา r มากกวา 0.85 แสดงวาผลการวิเคราะหที่ไดชุดตรวจสอบตนแบบ

กับเทคนิค HPLC ใหผลที่สอดคลองและใกลเคียงกัน ดังนั้นชุดตรวจสอบตนแบบที่ไดเมื่อเทยีบกับ

เทคนิค HPLC มีความสามารถในการวิเคราะหตัวอยาง น้ํานม และซีรัมโคไดอยางถูกตองและมี

ประสิทธิภาพ 

 

ตารางที่ 4.22 ผลการเปรียบเทียบการวิเคราะหตัวอยางน้ํานมโค ดวยชุดตรวจสอบตนแบบ และ

เทคนิค HPLC  

Fortified 

conc. 

(ng/ml) 

ชุดตรวจสอบตนแบบของงานวิจัยนี ้

(n=3) 

เทคนิค HPLC  

(n=3) 

Measured conc. 

±SD (ng/ml) 
%Recovery 

Measured conc. 

±SD (ng/ml) 
%Recovery 

0 0.86±0.04  0.000  

100 90.02±0.03 90.02 105.87±6.50 105.87 

250 277.84±0.03 111.13 223.68±9.40 89.47 

500 423.68±0.03 84.73 435.38±11.23 87.08 

1000 1163.86±0.02 116.38 1131.30±6.76 113.13 
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ตารางที่ 4.23 ผลการเปรียบเทียบการวิเคราะหตัวอยางซีรัมโคดวยชุดตรวจสอบตนแบบ  

และเทคนิค HPLC  

 

Fortified 

conc. 

(ng/ml) 

ชุดตรวจสอบตนแบบของงานวิจัยนี ้

(n=3) 

เทคนิค HPLC 

(n=3) 

Measured 

conc.±SD (ng/ml) 
%Recovery 

Measured  

conc. ±SD (ng/ml) 
%Recovery 

0 0.98±0.05  0.000  

100 96.06±0.06 96.06 105.97±10.07 105.97 

250 246.13±0.01 98.45 232.61±19.90 93.04 

500 463.43±0.03 92.68 422.62±13.86 84.52 

1000 970.16±0.04 97.01 946.90±23.11 94.69 

      หมายเหต ุ n คือ จํานวนซ้ําของตัวอยาง 

 

 
รูปที่ 4.13 กราฟแสดงความสัมพันธของการวิเคราะหโพรเจสเทอโรนที่เติมลงในตัวอยาง  

   น้ํานม และซีรัมโคที่ไดจากชุดตรวจสอบตนแบบ และเทคนิค HPLC  
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จากประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบตนแบบ Direct competitive ELISA (Ab captured) 

ที่ได สามารถตรวจวัดโพรเจสเทอโรนไดครอบคลุมระยะการเปนสัด และชวงการตั้งครรภของโค ซึ่ง

มีความจําเพาะตอโพรเจสเทอโรนสูง มีข้ันตอนการวิเคราะหงายสะดวก และใชเวลาในการตรวจวัด

นอยตรวจวัดไดคร้ังละหลายๆตัวอยางพรอมกัน โดยตรวจวัดโพรเจสเทอโรนไดทั้งในตัวอยางน้ํานม

โค และซีรัมโค รวมทั้งใหผลการตรวจวัดที่ใกลเคียงกับชุดตรวจสอบที่มีจําหนาย และเทคนิค 

HPLC ชุดตรวจสอบตนแบบที่ไดจากการวิจัยนี้ จึงสามารถนําไปใชวิเคราะหหาปริมาณโพรเจสเทอ

โรนในตัวอยางเพื่อตรวจวัดการเปนสัดและการตั้งครรภของโคไดอยางมีประสิทธิภาพ 
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บทที่ 5 
 

สรุปผลการวจิัยและขอเสนอแนะ 
 

ทําการทดสอบความสามารถของแอนติบอดีจากโคลน 3/C9-F4, 3/D7-F4, 3/F7-F4, และ 

5/G7-F4 ในการจับกับโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระและความไวของแอนติบอดี พบวาแอนติบอดีจาก

โคลน 3/G7-F4  มีความจําเพาะตอโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระและมีความไวสูงกวาโคลนอื่นๆ จึง

คัดเลือกมาทําการเลี้ยงเพื่อเพิ่มปริมาณแอนติบอดีและทําใหแอนติบอดีบริสุทธิ์ โดยการผาน

คอลัมนโปรตีน เอ เซฟาโรส ซึ่งเปนการแยกแบบ affinity chromatography เมื่อคํานวณหาคา

เปอรเซ็นตความบริสุทธิ์ เปรียบเทียบกับปริมาณโปรตีน พบวาแอนติบอดีที่ผานคอลัมนโปรตีน เอ 

เซฟาโรส มีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึนจาก 1.87 เปอรเซ็นต เปน 93.75 เปอรเซ็นต และเมื่อนํามา

ตรวจสอบความบริสุทธิ์และมวลโมเลกุลของแอนติบอดีที่ไดจากการทํา SDS-PAGE พบวา

แอนติบอดีโคลน  3/G7-F4 (IgG2a) จะใหแถบของ Heavy chain  และ Light chain  ขนาด 60.72 

และ 25.86 กิโลดาลตัน ตามลําดับ จากนั้นจึงนํามาใชในการศึกษาและพัฒนาชุดตรวจ             

โพรเจสเทอโรนตอไป 

สําหรับการเปรียบเทียบชุดตรวจโพรเจสเทอโรนดวยวิธี ELISA 4 แบบ พบวาชุดตรวจสอบ

ที่ใหความไวมากที่สุดคือชุดตรวจสอบแบบ Direct competitive ELISA (Ab captured) โดยมีคา 

IC50 และ LOD เทากับ  11.42 และ 2.20 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ รองลงมาคือ Indirect 

competitive ELISA (Ab captured) ใหคา IC50 และ LOD เทากับ  15.88 และ 3.50 นาโนกรัมตอ

มิลลิลิตร ตามลําดับ ชุดตรวจสอบแบบ Direct competitive ELISA (Ag captured) ใหคา IC50 

และ LOD เทากับ  42.12 และ 5.44 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ และชุดตรวจสอบที่มีความ

ไวนอยที่สุด คือชุดตรวจสอบแบบ Direct competitive ELISA (Ag captured) ที่เคลือบดวย

แอนติบอดีของแพะที่จําเพาะตอแอนติบอดีของหนูไมซ ใหคา IC50 และ LOD เทากับ  77.19 และ 

8.47 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ จึงเลือกชุดตรวจสอบแบบ Direct competitive ELISA 

(Ab captured) ซึ่งมีความไวสูงที่สุดมาพัฒนาเปนชุดตรวจสอบตนแบบ โดยชุดตรวจสอบตนแบบ

นี้สามารถตรวจโพรเจสเทอโรนไดในชวงความเขมขน 1 – 50  นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ซึ่งครอบคลุม

ชวงที่ตองการวดัระดับปริมาณโพรเจสเทอโรน โดยใชโพรเจสเทอโรนที่เชื่อมตอกับ BSA เคลือบ

หลุมที่ความเขมขน 0.125 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และแอนติบอดีที่เชื่อมตอกับไบโอตินเจือจาง 

1:8,000 อุณหภูมิและเวลาที่เหมาะสมในการบม คืออุณหภูมิหองเปนเวลา 1:30 ชั่วโมง ไดกราฟ
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มาตรฐานครอบคลุมความเขมขนในชวง 1-50 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร และชุดตรวจมีความไวในการ

ตรวจวัดความเขมขนของโพรเจสเทอโรนต่ําที่สุดเทากับ 2.20 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร และสามารถ

ตรวจวัดโพรเจสเทอโรนไดอยางถูกตองที่ความเขมขน 14.40 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร และทํา

ปฎิกิริยาขามกับสารในกลุมฮอรโมนสเตอรอยดบางตัว คือโพรเจสเทอโรน-17 แอลฟาไฮดรอกซี 

และเทสโทสเทอโรน 2.9 และ 2.2 เปอรเซ็นต ตามลําดับ แตไมทําปฎิกิริยาขามกับสารนอกกลุม

ฮอรโมนสเตอรอยด เมื่อทดสอบความแมนยําของชุดตรวจสอบโดยคํานวณจากคารอยละของ

สัมประสิทธิ์ความแปรปรวนของ intra-variation assay และ inter-variation assay อยูในชวง 

4.45-16.71 และ 5.39–9.45 ตามลําดับ ซึ่งอยูในชวงที่ยอมรับได 

จากการนําชุดตรวจสอบตนแบบไปวิเคราะหโพรเจสเทอโรนในตวัอยางตางๆ ไดแก น้ํานม 

และซีรัมโค โดยตองมีการเตรียมตัวอยางใหเหมาะสมกับชุดตรวจสอบตนแบบ ซึ่งวิธีการในการ

เตรียมตัวอยางแตละตัวอยางมีความแตกตางกันทั้งนี้ขึ้นอยูกับชนิดของตัวอยางที่นํามาทดสอบ 

แลวคํานวณปริมาณที่ตรวจวัดได เทียบกับกราฟมาตรฐานแลวคํานวณหาคา %recovery และ 

%CV ของ intra และ inter-variation assay ในตัวอยางทั้ง 2 ชนิด พบวามีคาอยูในชวงที่ยอมรับ

ได ในการนําชุดตรวจสอบตนแบบที่เตรียมไดวัดปริมาณโพรเจสเทอโรนในตัวอยางน้ํานมและซีรัม

โค เปรียบเทียบกับชุดตรวจสอบทางการคาของบริษัท EURO-DIAGNOSTICA และเทคนิค HPLC 

พบวาทั้ง 3 วธิีสามารถใชวิเคราะหหาปริมาณโพรเจสเทอโรนไดถูกตองใกลเคียงกัน สรุปไดวาชุด

ตรวจสอบโพรเจสเทอโรน Direct competitive ELISA (Ab captured) ตนแบบที่ไดมี

ความสามารถในการตรวจวัดโพรเจสเทอโรนไดอยางมีประสิทธิภาพ ใหความถูกตองและความ

แมนยําสูง นอกจากนี้ยังใชขั้นตอนและเวลาในการทดสอบสั้น สะดวกตอการใชงาน  

สิ่งที่ควรทําตอไปหากจะพัฒนาในเชิงการคา คือ ศึกษาการเคลือบโพรเจสเทอโรนที่

เชื่อมตอกับ BSA บนจานชนิด 96 หลุม การเตรียมแอนติบอดี เอนไซมและสับสเตรตที่พรอมใช

งานไดทันที ตลอดจนศึกษาอายุการใชงานของชุดตรวจสอบ เพื่อใหไดชุดตรวจสอบโพรเจสเทอโรน

ที่สามารถผลิตจําหนายไดในประเทศ ซึ่งชวยลดการนําเขาชุดตรวจสอบจากตางประเทศตอไป 
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ภาคผนวก ก 
 

ตารางที่ ก.1 คาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 540 นาโนเมตร ของสารลายโปรตีนมาตรฐาน 

BSA โดยวิธี BCA 

ความเขมขนแอนติบอด ี

 (นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) คาการดูดกลนืแสงที ่540 นาโนเมตร 

0 0 

100 0.143 

200 0.250 

400 0.372 

600 0.787 

800 0.942 

1000 1.184 

  

 
รูปที่ ก.1 กราฟมาตรฐานของโปรตีน BSA โดยวิธ ีBCA 
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ตารางที่ ก.2 คาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 450 นาโนเมตร ของแอนติบอดีโดยวิธี Indirect 

ELISA 

ความเขมขนแอนติบอดี 

(นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) คาการดูดกลนืแสงที ่450 นาโนเมตร 

0 0 

5 0.143 

10 0.250 

20 0.372 

40 0.787 

60 0.942 

80 1.184 

100 1.513 

 

 
รูปที่ ก.2 กราฟมาตรฐานของการวัดปริมาณแอนติบอดีโดยวิธ ีIndirect ELISA 
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ตารางที ่ก.3 ผลการหาความเขมขนของโพรเจสเทอโรนที่เหมาะสมสําหรับสรางกราฟมาตรฐาน 

ความเขมขนโพรเจสเทอโรน 

(นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) 
คาการดูดกลนืแสงที่ 450 นาโนเมตร 

0 1.402 1.348 1.377 

 0.24 1.391 1.369 1.398 

 0.49 1.261 1.275 1.266 

0.98 1.287 1.281 1.298 

 1.95 1.241 1.269 1.251 

3.9 1.176 1.168 1.167 

7.8 1.063 1.100 1.030 

 15.63 0.933 0.913 0.910 

31.25 0.715 0.710 0.696 

62.5 0.477 0.474 0.468 

125 0.234 0.232 0.235 

250 0.146 0.143 0.146 

500 0.106 0.108 0.110 

1000 0.097 0.111 0.097 

 
รูปที่ ก.3 กราฟแสดงความสัมพันธระหวางคา Rf กับน้าํหนักโมเลกุล (kDa) ของโปรตีนมาตรฐาน

ใชในการเทียบหาน้ําหนกัโมเลกุลของแอนติบอดีหลังจากทาํใหบริสทุธิ์ดวยเทคนิค SDS-PAGE 
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รูปที่ ก.4 กราฟมาตรฐานของชุดตรวจสอบที่เตรียมไดโดยวิธี Direct competitive ELISA (Ab 

captured) ที่ใชในการคํานวณหาคาความเขมขนของโพรเจสเทอโรนในตัวอยางน้ํานม

โค และซีรัมโค 

 
รูปที่ ก.5 กราฟมาตรฐานของชุดตรวจสอบ EURO-DIANOSTICA ที่ใชในการคํานวณหาคาความ

เขมขนของโพรเจสเทอโรนในตัวอยางน้ํานมโค และซีรัมโค 
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รูปที่ ก.6 กราฟมาตรฐานของวิธ ีHPLC ที่ใชในการคํานวณหาคาความเขมขนของโพรเจสเทอโรน

ในตัวอยางน้ํานมโค และซีรัมโค 
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รูปที่ ก.8 โครมาโตแกรมของโพรเจสเทอโรนมาตรฐานความเขมขน 500 นาโนกรัมตอมิลลิลิตรที่ไดจากเทคนิค HPLC  
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รูปที่ ก.9 โครมาโตแกรมของตัวอยางน้ํานมโคที่เติมโพรเจสเทอโรนใหมีความเขมขนสุดทาย 500 นาโนกรัมตอมิลลิลิตรที่ไดจากเทคนิค HPLC 
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รูปที่ ก.10 โครมาโตแกรมของตัวอยางซีรัมที่เติมโพรเจสเทอโรนใหมีความเขมขนสุดทาย 500 นาโนกรัมตอมิลลลิิตรที่ไดจากเทคนิค HPLC

Progesterone 
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ภาคผนวก ข 
 

การเตรียมสาร 

1. การเตรียมอาหารเลีย้งเซลล RPMI 1640 

     ชัง่  RPMI 1640   10.4 กรัม 

  NaHCO3   2 กรัม 

  L-glutamin   0.1 กรัม 

  Glucose   2 กรัม 

  Pyruvic acid   0.11 กรัม 

  น้ํากลัน่    1 ลิตร 

 ละลายสารทุกอยางในน้าํกลัน่ ผสมใหเขากัน แลวนาํไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22 

ไมโครเมตร แบงใสขวดๆละ 100 มิลลิลิตร แลวเก็บไวที่อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส  

 

2. การเตรียมน้ํายาเก็บเซลลอยางถาวรในสภาวะแชแข็ง (Freezing  medium) 

 อาหารเลีย้งเซลล RPMI 1640 65 มิลลิลิตร 

 Fetal bovine serum  25 มิลลิลิตร 

 Dimethyl sulfoxide ( DMSO ) 10 มิลลิลิตร 

 ผสมใหเขากนั แลวนาํไปแชที่อุณหภูมิ 0  องศาเซลเซยีส (ขณะที่ใชงานควรแชในน้าํแข็ง) 
 
3. การเตรียมสารละลายที่ใชวิเคราะห BCA protein assay  

สารละลายโปรตีนมาตรฐาน 

 Bovine serum albumin (BSA) 1 มิลลิกรัม 

 น้ํากลัน่    1 มิลลิลิตร 

 นํามาเจือจางที่ความเขมขนตางๆ กอนนําไปวิเคราะห BCA protein assay เพื่อทํากราฟ

 มาตรฐาน 

BCATM  Reagent  A และ BCATM Reagent  B  (BCATM Protein Assay  Kit ของบริษัท PIERCE) 

กอนใชผสม Reagent A : B ในอัตราสวน 50:1 
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4. การเตรียมสารละลาย สําหรับใชในการทําแอนติบอดีใหบริสุทธิ ์
 

1. 0.1 M  citrate buffer, pH 6   4.5   3.5   และ 3 

citric acid  0.1  โมลลาร (M) 

Na2HPO4  0.1 โมลลาร (M) 

ไตเตรตกรดดวยดางจนได pH 6   4.5   3.5   และ 3  แลวจึงนําไปกรองดวย Millipore 

ขนาด 0.22 ไมโครเมตร 

 

2. 0.1 M  Phosphate buffer, pH 8  

ชั่ง  NaH2PO4    13.8 กรัม  ละลายดวยน้าํกลัน่  1000  มิลลิลิตร 

ชั่ง  Na2HPO4     35.8   กรัม  ละลายดวยน้าํกลัน่  1000  มิลลิลิตร 

ไตเตรตดางดวยกรด จนได pH 8 แลวจึงนําไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22  

  ไมโครเมตร 

 

3. 1 M Tris HCl buffer, pH 9   

Tris (hydroxymethyl) aminomethane  121   กรัม  ละลายดวยน้าํกลั่น 1000  มิลลิลิตร 

Hydrochloric  acid  (HCl)           1    M 

ไตเตรตดางดวยกรด จนได pH 9 แลวจึงนําไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22 ไมโครเมตร 
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5. การเตรียมสารสําหรับการทํา SDS-PAGE 
 

1. Stracking gel and Separating gel 

 

Reagent Stacking gel 
(5%) 

Separation gel 
(10%) 

Sterile distilled water (ml) 

40% Acrylamide gel (ml) 

1.5  M Tris , pH 8.8  (ml)  

1.0 M Tris , pH 6.8  (ml) 

10% SDS (ml) 

10% APS (ml) 

TEMED   (ml) 

final volume (ml) 

1.46 

0.25 

- 

0.25 

0.02 

0.02 

0.002 

2 

3.84 

2.0 

2.0 

- 

0.08 

0.08 

0.0032 

8 

 

2. Sample buffer 

 SDS     2 % 

60 mM Tris (pH 6.8) 

Bromophenol blue   0.01 % 

Glycerol   10 % 

beta-mercaptoethanol  10 % 

 

3. Running buffer(1X) 1 L 

Tris     3.02  กรัม 

Glycine              18.8  กรัม 

SDS    1.0    กรัม 
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4. Coomassie brilliant blue (250 ml) 

Coomassie Brilliant blue R-250 0.25% 

Methanol    50% 

Acetic acid    10% 

 

5. Destaining solution (1 L) 

Methanol     5% 

Acetic acid   10% 

 

6. การเตรียมสารละลายสาํหรับวัดประสทิธิภาพการเชือ่มตอโพรเจสเทอโรน กับโปรตีนพาหะ 

1. 0.1 M Sodium bicarbonate buffer, pH 8.5 

 Na2CO3  0.027 โมลลาร (M) 

 NaHCO3  0.063 โมลลาร (M) 

 น้ํากลัน่   1000  มิลลิลิตร 

2. 0.05% TNBS (Picrylsulfonic acid) 

  Stock 5% TNBS (w/v) ละลายใน methanol 

  - Picrylsulfonic acid 5     กรัม 

  - methanol  100 มิลลิลิตร 

 เจือจาง Stock 5% TNBS เปน 0.05% TNBS ในสารละลาย บัฟเฟอร 0.1 M Sodium 

bicarbonate, pH 8.5 

3. 10% SDS (Sodium dodecyl sulphate) 

  SDS   1 กรัม 

  น้ํากลัน่  10 มิลลิลิตร 

4. 1 N  HCl 

Conc. HCl  7.7 มิลลิลิตร 

ปรับดวยน้าํกลั่นใหไดปริมาตรสุดทายเปน  250  มิลลิลติร 
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วิธีการเตรียม  

 1. นําสารละลาย 0.05% TNBS ปริมาตร 75  ไมโครลิตร 

 2. เติมตัวอยางที่ตองการตรวจสอบ หรือ สารละลายมาตรฐาน ที่ความเจือจางตางๆ  

 ปริมาตร  150 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั บมไวที่อุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส เปน 

 เวลา 2 ชั่วโมง 

 3. เติมสารละลาย 10% SDS  ปริมาตร 75 ไมโครลิตร 

 4. เติมสารละลาย 1 N HCl  ปริมาตร 37.5 ไมโครลิตร 

 5. นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที ่335 นาโนเมตร 

 6. นําคาดูดกลืนแสงที่ไดมาคํานวณหาคารอยละของการเชื่อมติด 

 

% การเชื่อมติด = [(คาดูดกลืนแสงโปรตีนพาหะ – คาดูดกลืนแสงสารที่เชื่อมติดกับโปรตีน) x 100]

     คาดูดกลืนแสงของโปรตีนพาหะ 

7. การเตรียมสารละลายสาํหรับใชในเทคนิค ELISA 

1. 0.2 M Phosphate buffer, pH 7.4  (Stock reagent) 

ชั่ง  NaH2PO4    27.6 กรัม  ละลายดวยน้าํกลัน่  1000  มิลลิลิตร 

ชั่ง  Na2HPO4    71.63   กรัม  ละลายดวยน้าํกลัน่  1000  มิลลิลิตร 

ไตเตรตดางดวยกรด จนได pH 7.4 แลวเก็บเปน stock  

2. 0.01 M Phosphate Buffer Saline ( PBS), pH 7.4 

0.2 M Phosphate buffer, pH 7.4 1 ลิตร  

NaCl      175.2  กรัม 

น้ํากลัน่    18  ลิตร 

ผสมใหเขากนั 

3. PBS-Tween 20 ( ใช Tween 20 ความเขมขน 0.05% ) 

Tween 20    500  ไมโครลิตร 

PBS    1000 มิลลิลิตร 

 4.  5% นมพรองมันเนย 

  นมพรองมนัเนย ยี่หอ mission 5 กรัม 

  PBS    100 มิลลิลิตร 

  ละลายนมพรองมันเนยใน PBS  (เตรียมใหมกอนใชงาน) 
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 5.    0.1 M Sodium acetate buffer, pH 6.0 

  C2H3O2 Na.3H2O        27.2   กรัม   ละลายดวยน้ํากลัน่  1000  มิลลิลิตร 

ไตเตรตดวย Glacial acetic acid จนได pH 6.0 แลวเก็บใสขวดสีชา เก็บที่อุณหภมูิ 4  

องศาเซลเซยีส  

6.    Substrate TMB 

3,3’,5,5’- tetramethylbenzidine   1 มิลลิกรัม 

0.15 M Phosphate citrate buffer 10 มิลลิลิตร 

DMSO     100      ไมโครลิตร 

30% H2O2                3.4       ไมโครลิตร 

ผสมใหเขากนัในขวดสีชา (เตรียมใหมกอนใชทกุครั้ง) 

7. 1 M H2SO4 ( Stopping reagent ) 

H2SO4 (96%)   102 มิลลิลิตร 

น้ํากลัน่    898 มิลลิลิตร 

คอยๆ เทกรดลงในน้ํากลัน่ ผสมใหเขากนั 

หมายเหต ุ  ควรนําขวดไปแชในน้าํประปาจนกวาจะหายรอน (เนื่องจากจะเกิดความรอน

เมื่อกรดผสมกบัน้ํา) 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

 นางสาว สุนิสา แกววิเศษ เกิดเมื่อวันที่ 10 กันยายน พ.ศ. 2526 ที่จังหวัด กรุงเทพมหานคร 

สําเร็จการศึกษาหลักสูตรวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณ

มหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2548 และเขาศึกษาตอปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต หลักสูตร

เทคโนโลยีชีวภาพ จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เมื่อปการศึกษา 2549 และไดนําเสนอผลงานเรื่องชุด

ตรวจสอบโพรเจสเทอโรนโดยใชเทคนิคเอนไซมลิงคอิมมูโนซอรเบนต ในการประชุมเสนอ

ผลงานวิจัยระดับบัณฑิตศึกษาแหงชาติ คร้ังที่ 9 มหาวิทยาลัยบรูพา เมื่อวันที่ 14-15 มีนาคม 

2551 
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