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Increased urinary albumin excretion also known as microalbuminuria (MAU), is 

the earliest clinical manifestation of diabetic nephropathy. Thus, the determination of 

albumin in urine is very useful for clinical diagnosis. Herein, monoclonal antibodies 

against human serum albumin (HSA) have been produced and characterized. To obtain 

the hybridomas, spleen cells from HSA immunized mice (BALB/c) were fused with SP2/0 

myeloma cells. The single hybridoma cell was obtained using limiting dilutions. As a 

result, 4/B11/G3/H11/G11 was selected for further study.   The sensitivity reported as the 

half maximal inhibitory concentration (IC50) of HSA was 0.30 μg/ml, as assessed by 

indirect competitive ELISA. To demonstrate the ability of generated mAbs to MAU 

determining, indirect competitive ELISA using those mAb has been developed. The 

results showed good correlation with the conventional immunonephelometry method (r2 

= 0.971, n = 7) for the detection range of  0.7-40 μg/ml  at the limit of detection of 0.057 

μg/ml. Variation of the analysis of both intra- and inter-variation assay was tested. The 

result showed that  the coefficient of variations  were  3.02-4.23% and 15.02-16.79 %, 

respectively. In conclusion, the generated mAbs were very promising for further 

development of the microalbuminuria assay kit.   
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บทที่ 1 

บทนํา 

ความเป็นมาและความสาํคัญของปัญหา 
อิมมูโนโกลบูลิน (Immunoglobulin, Ig) หรือ แอนติบอดีเป็นสารชีวโมเลกุล

จําพวกไกลโคโปรตีน สามารถพบได้ทั่วไปในสารนํา้ของร่างกาย เช่น เลือด นํา้ลาย นํา้ตา มี

คณุสมบตัิในการทําปฏิกิริยากับสิ่งแปลกปลอมหรือแอนติเจน (Antigen) ท่ีเข้ามาในร่างกายได้

อย่างจําเพาะเจาะจง ช่วยทําหน้าท่ีในการกําจดัสิ่งแปลกปลอมให้หมดไปจากร่างกาย แอนติบอดี

แบ่งออกเป็น 2 ชนิด คือ โพลีโคลนอลแอนติบอดี (Polyclonal antibody) และ โมโนโคลนอล

แอนตบิอดี (Monoclonal antibody)  

โพลีโคลนอลแอนตบิอดี คือแอนตบิอดีท่ีสร้างมาจากเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดบี (B 

lymphocyte) ตา่งๆ กนั สามารถจบัได้กบัหนว่ยยอ่ยบนผิวของแอนตเิจน (antigen determinants 

หรือ epitope) หลายตําแหนง่ การผลติโพลีโคลนอลแอนตบิอดีสามารถทําได้โดยการฉีดแอนตเิจน

เข้าไปในสตัว์ทดลอง อาจเป็นกระตา่ย ม้า แพะ หรือ แกะ ข้อดีของโพลีโคลนอลแอนตบิอดีคือ 

สามารถผลติได้ง่าย ใช้เวลาในการผลติไมน่าน และจากคณุสมบตัขิองโพลีโคลนอลแอนตบิอดีใน

การจบัได้กบั epitope หลายๆ ตําแหนง่บนโมเลกลุของแอนติเจน จงึสามารถทําให้เกิดการสานกนั

เป็นร่างแหระหวา่งแอนตเิจนและแอนตบิอดีให้เห็นได้ แอนตบิอดีชนิดนีจ้งึเหมาะสมในการนําไปใช้

ในปฏิกิริยาการเกาะกลุม่ (agglutination) และการตกตะกอน (precipitation) เช่น 

immunoturbidimetry, immunoblotting, immunoprecipitation เป็นต้น 

สําหรับโมโนโคลนอลแอนติบอดีนัน้  เป็นแอนติบอดีท่ีถูกสร้างมาจาก  B 

lymphocyte เซลล์เดียวกนั แอนตบิอดีชนิดนีจ้งึมีลกัษณะความเป็นโมโนโคลน มีความจําเพาะตอ่  

หน่วยย่อยบนผิวของแอนติเจน เพียงหนึ่งตําแหน่ง  ในปี ค.ศ. 1975 Kohler และ Milstein (1) ได้

พฒันาวิธีการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีในหลอดทดลองขึน้ โดยการนํา B lymphocyte มา

หลอมรวมกบัเซลล์มะเร็ง ได้เป็นเซลล์ลกูผสมท่ีสามารถสร้างแอนติบอดีได้ตามคณุสมบตัิของ B 

lymphocyte และเซลล์ลกูผสมท่ีได้สามารถแบง่ตวัได้ไม่จํากดัตามคณุสมบตัิของเซลล์มะเร็ง เรียก

เทคนิคนีว้่า hybridoma technique การพฒันาเทคนิคดงักล่าว ทําให้มีการผลิตโมโนโคลนอล

แอนติบอดีต่อแอนติเจนชนิดต่างๆ เพ่ือนํามาใช้ประโยชน์ในด้านต่างๆ มากมาย เช่น ใช้ในการ
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วินิจฉัยโรค ใช้ในการรักษาโรคมะเร็ง ใช้ในการเตรียมสารให้บริสุทธ์ิ ใช้ในการนับแยกชนิดของ

เซลล์เม็ดเลือดขาว ใช้ในการศกึษาคณุสมบตัแิละหน้าท่ีของ cell surface molecule ตา่งๆ  

 ดงัเช่นในงานวิจยัครัง้นี ้มีวตัถปุระสงค์เพ่ือผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ่อลับู

มินของคน (Human serum albumin, HSA) โปรตีนดงักลา่วถกูสร้างขึน้จากตบั มีนํา้หนกัโมเลกลุ 

66 กิโลดลัตนั ประกอบด้วยกรดอะมิโน 585 ลําดบั ทําหน้าท่ีรักษาระดบัแรงดนัเลือด  (blood 

pressure) ให้อยู่ในระดับสมดุล ช่วยรักษาความเป็นกรดเบสในเลือด เป็นโปรตีนขนส่งสาร 

(transporter protein) หลายชนิด เช่น ยา กรดไขมนัอิสระ บิลิรูบิน ฮอร์โมน เป็นต้น การมีอลับมูิ

นร่ัวออกมาในปัสสาวะสามารถใช้เป็นตวับ่งชีก้ารทํางานของไตได้ โดยในการกรองสารนํา้ของไต 

จะอาศยั glomerular basement membrane (GMB) ซึ่งมีลกัษณะเป็นตาข่าย มีเส้นผ่าน

ศนูย์กลางเฉล่ีย 10 นาโนเมตร ทําหน้าท่ีร่วมกบั heparan sulfate ซึง่เป็นประจลุบ เพ่ือคดักรอง

โมเลกลุตามขนาดและประจ ุทําให้อลับมูินซึง่มีประจลุบไม่สามารถร่ัวออกมาในปัสสาวะได้ ในคน

ปกติจะพบอลับมูินในปัสสาวะได้ไม่เกิน 30 มิลลิกรัมตอ่ลิตร แต่ในภาวะท่ีมีพยาธิสภาพเกิดขึน้ท่ี

ไต  ทําให้คุณสมบัติในการคัดกรองสารของไตเปล่ียนแปลงไป โดยระยะแรกจะเกิดการ

เปล่ียนแปลงด้านประจขุอง heparan sulfate เกิดขึน้ก่อน (2) ทําให้อลับมูินร่ัวออกมาในปัสสาวะ

มากกว่าปกติเล็กน้อย ในปริมาณ 30-300 มิลลิกรัมตอ่วนั (30-300 มิลลิกรัมตอ่ลิตร) เรียกภาวะ

ดงักลา่วว่าภาวะไมโครอลับมูินในปัสสาวะ (microalbuminuria, MAU) (3) จากนัน้จะเกิดการ

เปล่ียนแปลงด้านโครงสร้างของ GMB ส่งผลให้ขนาดของช่องตาข่ายมีขนาดใหญ่ขึน้ ทําให้สาร

ต่างๆ ท่ีมีขนาดเล็กกว่าช่องตาข่าย ร่ัวออกมาในปัสสาวะได้เพิ่มขึน้ เกิดภาวะท่ีมีอัลบูมินใน

ปัสสาวะมากกว่า 300 มิลลิกรัมต่อวนัหรือมากกว่า 300 มิลลิกรัมต่อลิตร เรียกภาวะนีว้่า 

(macroalbuminuria) ในระยะนีจ้ะมีความผิดปกติอ่ืนๆ ร่วมด้วย เช่น  มีปริมาณยเูรียไนโตรเจนใน

เลือด (Blood Urea Nitrogen) เพิ่มสงูขึน้ ปริมาณสารครีแอทินีน (creatinine) ในเลือดสงูกว่าค่า

ปกติ ซึ่งการตรวจพบความผิดปกติของไตในระยะเร่ิมแรกท่ีตรวจพบไมโครอลับูมินในปัสสาวะ 

สามารถทําการรักษาให้หายกลบัสู่ภาวะปกติได้ แตห่ากตรวจพบในระยะท่ีไตมีความผิดปกติมาก

แล้ว การรักษาจะทําได้เพียงการประคบัประคองตามอาการ เพ่ือชะลอการดําเนินของโรคท่ีจะเข้าสู่

โรคไตวายเรือ้รังระยะสดุท้ายให้เกิดช้าลงเท่านัน้ ดงันัน้การตรวจคดักรองระดบัไมโครอลับมูินใน

ปัสสาวะจงึมีความสําคญัมาก โดยเฉพาะอยา่งยิ่งในผู้ ป่วยเบาหวาน 

สมาคมโรคเบาหวานแห่งอเมริกาได้มีคําแนะนําให้ผู้ ป่วยโรคเบาหวานชนิดท่ี 1 ท่ี

มีการดําเนินของโรคมานานกว่า 5 ปี และผู้ ป่วยโรคเบาหวานชนิดท่ี 2 ควรได้รับการตรวจคดักรอง
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ภาวะไมโครอลับมูินในปัสสาวะ เป็นประจําทกุปี (4) ทัง้นีเ้พ่ือเป็นการป้องกนัการเป็นโรคแทรกซ้อน 

โรคไตจากเบาหวานได้ในระยะเร่ิมแรก  

การตรวจวดัไมโครอลับมูินในปัสสาวะ สามารถตรวจวดัได้ทัง้ในเชิงปริมาณและ

กึ่งปริมาณ ในการตรวจวัดเชิงปริมาณนัน้ ทําได้หลายวิธี เช่น immunoturbidimetry (5), 

immunofluorescence (6), radioimmunoassay (RIA) (7, 8) และ enzyme-linked 

immunosorbent assay (ELISA) (9) อยา่งไรก็ตามวิธีเหลา่นีมี้ขัน้ตอนในการตรวจวิเคราะห์หลาย

ขัน้ตอน ใช้เวลาในการตรวจวิเคราะห์นาน ไม่เหมาะท่ีจะใช้เป็นวิธีตรวจคัดกรอง ซึ่งวิธี ท่ี

ห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ทั่วไปนิยมใช้ เป็นวิ ธีตรวจคัดกรอง  คือการตรวจโดยวิ ธี 

immunochromatography (10) เป็นการตรวจวดัเชิงกึ่งปริมาณ โดยใช้แถบตรวจปัสสาวะท่ีมีโมโน

โคลนอลแอนติบอดีต่ออลับมูินเป็นตวัตรวจจบั วิธีการดงักล่าวมีขัน้ตอนในการตรวจวดัไม่ยุ่งยาก 

สามารถอ่านผลได้ด้วยตาเปล่า โดยดจูากแถบสีท่ีเกิดขึน้ ใช้เวลาในการตรวจวิเคราะห์ไม่นาน มี

ความไวและความจําเพาะท่ียอมรับได้ในทางการแพทย์ 

อย่างไรก็ตาม สําหรับประเทศไทย ชุดตรวจวดัระดบัไมโครอลับูมินในปัสสาวะ 

รวมทัง้โมโนโคลนอลแอนติบอดีต่ออลับูมินท่ีใช้ในปัจจุบนั ต้องสัง่ซือ้จากต่างประเทศ ทําให้การ

ตรวจวดัภาวะไมโครอลับูมินในปัสสาวะมีค่าใช้จ่ายสงู ดงันัน้ การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี

ตอ่อลับมูินจากซีรัมคนในงานวิจยัครัง้นี ้จึงเป็นการนําแอนติบอดีท่ีผลิตเองมาใช้แทนแอนติบอดีท่ี

ต้องสัง่ซือ้จากต่างประเทศ ซึ่งมีราคาแพง นอกจากนี ้โมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตยงัสามารถ

นําไปพฒันาเป็นชดุตรวจวดัอลับมูินปริมาณน้อยในปัสสาวะได้ตอ่ไปในอนาคต เพ่ือใช้ในการตรวจ

คดักรองการเป็นโรคไตจากเบาหวาน เช่นพฒันาเป็นชดุตรวจวดัแบบไบโอเซนเซอร์หรือชนิดแถบ

ตรวจปัสสาวะท่ีสามารถทราบผลได้ทนัที เป็นการลดการพึ่งพาเทคโนโลยีและลดการนําเข้าจาก

ตา่งประเทศได้ทางหนึง่ ซึง่จะเป็นประโยชน์สงูสดุตอ่ผู้ ป่วยเบาหวานจํานวนมากในประเทศ 

 

วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

1 เพ่ือผลติโมโนโคลนอลแอนตบิอดีตอ่โปรตีนอลับมูินในคน 

2 เพ่ือศกึษาลกัษณะสมบตัขิองโมโนโคลนอลแอนตบิอดีท่ีผลติได้ 

3 เพ่ือทดสอบความสามารถของโมโนโคลนอลแอนตบิอดีท่ีผลติได้ในการตรวจวดัระดบั    

ไมโครอลับมูินในปัสสาวะ 
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ขอบเขตของการวจิัย  
1 ค้นคว้าและรวบรวมข้อมลูท่ีเก่ียวข้องกบังานวิจยั 

2 ฉีดกระตุ้นระบบภมูิคุ้มกนัของหนใูห้สร้างแอนติบอดีตอ่ HSA 

3 หลอมรวมเซลล์และคดัเลือกเซลล์ไฮบริโดมาท่ีสร้างโมโนโคลนอลแอนตบิอดีตอ่ HSA 

4 ศกึษาลกัษณะสมบตัเิบือ้งต้นของโมโนโคลนอลแอนตบิอดีท่ีผลติได้ 

5 ทําให้โมโนโคลนอลแอนตบิอดีท่ีผลติได้มีความบริสทุธ์ิ 

6 ศกึษาความไวของโมโนโคลนอลแอนตบิอดีท่ีผา่นการทําให้บริสทุธ์ิ 

7 วิเคราะห์ สรุปผลการทดลองและเขียนวทิยานิพนธ์ 

 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
สามารถผลติโมโนโคลนอลแอนตบิอดีท่ีมีความไวและความจําเพาะตอ่ HSA 

แทนการนําเข้าโมโนโคลนอลแอนตบิอดีจากตา่งประเทศ ซึง่มีราคาแพง โมโนโคลนอลแอนตบิอดีท่ี

ผลติได้ สามารถใช้ในการพฒันาชดุตรวจวดัหรือแถบตรวจอลับมูินปริมาณน้อยในปัสสาวะท่ีมี

ความไวและความจําเพาะขึน้ใช้เองภายในประเทศ  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทที่ 2 

เอกสารและงานวจิัยที่เก่ียวข้อง 

2.1 อัลบูมินในซีรัมคน (Human serum albumin, HSA) 

 อลับูมินเป็นโปรตีนท่ีมีปริมาณมากท่ีสุดในเลือด เม่ือเทียบกับโปรตีนชนิดอ่ืนๆ 

โดยคดิเป็น 40-60% ของปริมาณโปรตีนทัง้หมดในซีรัม  อลับมูินถกูสร้างมาจากเซลล์ตบัในรูปของ 

preproalbumin ซึง่มีสว่นของ N-terminal ติดอยู่ preproalbumin จะถกูเปล่ียนรูป โดยมีการตดั

สว่นปลาย N-terminnal ทิง้ และถกูปลอ่ยออกมาจาก rough endoplasmic reticulum ซึง่เป็น 

organelle หนึ่งภายในเซลล์ ในรูปของ proalbumin จากนัน้ proalbumin จะถกูเปล่ียนรูปอีกครัง้

โดยการทํางานของ Golgi vesicles จนได้เป็นอลับมูินในซีรัม (11) จากการศกึษาในระดบัโมเลกลุ

ของอลับมูินในเลือด พบว่า ประกอบด้วยกรดอะมิโนจํานวน 585 ลําดบั มีนํา้หนกัโมเลกลุ 66,000 

ดลัตนั มีคณุสมบตัิในการละลายนํา้ และมีอายคุร่ึงชีวิตประมาณ 20 วนั อลับมูินมีหน้าท่ีในการ

ขนสง่สารตา่งๆ  (transporter protein) เน่ืองจากเป็นโปรตีนท่ีสามารถจบัได้กบัสารหลายชนิด เช่น 

บิริลบูิน สเตอรอยด์ กรดไขมนัอิสระ แคลเซียม ยาชนิดตา่งๆ ฮอร์โมน มีหน้าท่ีในการรักษาความ

เป็นกรดด่างของเลือด ทําหน้าท่ีสําคัญในการรักษาระดับความดันของเส้นเลือด (oncotic 

pressure) โดยเป็นตวัควบคมุสมดลุนํา้ระหว่างในและนอกเส้นเลือด ในกรณีท่ีระดบัอลับูมินต่ํา 

กว่าปกติ จะสง่ผลให้นํา้ภายในหลอดเลือด แพร่ออกสูเ่นือ้เย่ือ มีผลให้เกิดอาการบวม โดยคา่ปกติ

ของซีรัมอลับมูินในผู้ใหญ่คือ 35-55 g/L  ซึง่อาการบวมมกัเกิดขึน้เม่ือระดบัอลับมูินต่ํากว่า 20 g/L 

การมีอลับูมินต่ํากว่าปกติ อาจมีสาเหตมุาจาก การสญูเสียอลับูมินทางปัสสาวะในผู้ ป่วยโรคไต 

กรวยไตอักเสบเรือ้รัง การสูญเสียอัลบูมินทางอุจจาระในผู้ ป่วยโรคมะเร็งทางเดินอาหาร การ

สญูเสียอลับมูินทางผิวหนงั เช่น คนท่ีถกูไฟไหม้ หรือ นํา้ร้อนลวก และเน่ืองจากอลับมูินถกูสร้างขึน้

จากตบั จึงใช้ระดบัอลับมูินในซีรัมเป็นตวับ่งชีก้ารทํางานของตบัในการสงัเคราะห์สารว่าเป็นปกติ

หรือไม่ ใช้ในการประเมินความรุนแรงของการเกิดพยาธิสภาพของตับ ใช้ในการติดตาม

ผลการรักษาในผู้ ป่วยโรคตบัเรือ้รัง นอกจากนี ้จากการท่ีระดบัซีรัมอลับมูินแปรตามปริมาณโปรตีน

ท่ีร่างกายได้รับ จงึสามารถใช้ระดบัอลับมูินในซีรัมเป็นตวับง่ชีภ้าวะโภชนาการได้  
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รูปที่ 2.1 โครงสร้างสามมิติของอัลบูมินจากซีรัมคน ซึ่งประกอบด้วย 3 domain ท่ีเป็น 

Homologous กนั (I-III) และแต่ละ domain ประกอบด้วย 2 subdomain คือ A และ B 

subdomain (12-14)  

นอกจากนี ้อลับมูินในปัสสาวะยงัสามารถเป็นตวับง่ชีก้ารเกิดพยาธิสภาพท่ีไตได้

ด้วย โดยในภาวะท่ีไตมีการทํางานเป็นปกติ จะสามารถพบอัลบูมินในปัสสาวะได้เล็กน้อยใน

ปริมาณไม่เกิน 20 มิลลิกรัมต่อลิตร (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) (15, 16) แตห่ากมีพยาธิสภาพท่ี

ส่งผลต่อโครงสร้างและการสญูเสียหน้าท่ีของไตเกิดขึน้ พบว่าปริมาณอลับูมินในปัสสาวะจะมีค่า

สูงขึน้เกินค่าปกติ เรียกภาวะนีว้่า ภาวะไมโครอัลบูมินในปัสสาวะ (microalbuminuria) ซึ่งเป็น

ภาวะท่ีมีโปรตีนชนิดอลับูมินร่ัวออกมาในปัสสาวะในช่วง 20-200 มิลลิกรัมต่อลิตร สําหรับ

ปัสสาวะท่ีเก็บแบบสุม่ (random urine) หรือระหวา่ง 30-300 มิลลกิรัมสําหรับปัสสาวะท่ีเก็บใน 24 

ชัว่โมง การตรวจพบภาวะไมโครอลับมูินในปัสสาวะมีความสําคญัเน่ืองจากทําให้ทราบถึงการเกิด

พยาธิสภาพท่ีไตในระยะเร่ิมแรก ซึง่สามารถทําการรักษาให้การทํางานของไตกลบัเข้าสูภ่าวะปกติ

ได้ การตรวจคดักรองอลับูมินในปัสสาวะจึงมีความสําคญั โดยเฉพาะในผู้ ป่วยโรคเบาหวาน ทัง้นี ้

เน่ืองจากผู้ ป่วยเบาหวานมีโอกาสเกิดภาวะแทรกซ้อนของโรคไตจากเบาหวานได้สงู (17, 18) 
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นอกจากนี ้ภาวะไมโครอลับมูินในปัสสาวะในผู้ ป่วยโรคเบาหวาน ยงัมีความสมัพนัธ์กบัการเกิดโรค

หลอดเลือดและหวัใจ (coronary heart disease, CHD) (19-21) ซึง่ส่งผลต่อการเสียชีวิตของ

ผู้ ป่วยโรคเบาหวาน (22-24) มีข้อแนะนําจากสมาคมโรคเบาหวานแห่งสหรัฐอเมริกา (American 

Diabetes Association) ให้ผู้ ป่วยโรคเบาหวานชนิดท่ี 2 ควรเข้ารับการตรวจคดักรองภาวะ         

ไมโครอลับมูินในปัสสาวะตัง้แตเ่ร่ิมแรกท่ีได้รับการวินิจฉยัว่าเป็นโรคเบาหวาน และควรเข้ารับการ

ตรวจคดักรองต่อเน่ืองเป็นประจําทุกปี และในผู้ ป่วยเบาหวานชนิดท่ี 1 ควรเข้ารับการตรวจคดั

กรองภาวะไมโครอลับูมินในปัสสาวะเป็นประจําทุกปีหลงัจากมีการดําเนินของโรคเบาหวานมา

นานกว่า 5 ปี (4, 25) นอกจากนี ้ยงัพบว่าในประชากรทัว่ไปท่ีมีภาวะไมโครอลับมูินในปัสสาวะจะ

มีความเส่ียงสงูตอ่การเกิดโรคหลอดเลือดและหวัใจ และเป็นสาเหตใุห้เสียชีวิตในเวลาตอ่มา (26-

31) 

2.2 การตรวจวัดปริมาณไมโครอัลบูมินในปัสสาวะ  

  วิธี Immunoturbidimetry  

  เป็นการตรวจวดัในเชิงปริมาณ หลกัการคือ เม่ือมีการจบักนัระหว่างแอนติบอดี

และแอนติเจนเกิดขึน้ เกิดเป็นโครงร่างท่ีเรียกว่า antigen-antibody complex ปฏิกิริยาท่ีเกิดขึน้

สามารถตรวจวดัได้โดยการนําไปวดัการดดูกลืนแสงท่ีเพิ่มขึน้ ท่ีความยาวคล่ืน 340 นาโนเมตร 

ด้วยเคร่ืองสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ ท่ีใช้กนัทัว่ไปในห้องปฏิบตัิการ ซึง่ปริมาณของ antigen-antibody 

complex ท่ีเกิดขึน้จะแปรผนัตามปริมาณแอนติเจนท่ีมีในสิ่งตวัอย่าง (32-34) มีงานวิจยัท่ีทําการ

ตรวจวดัระดบัอลับมูินในตวัอยา่งปัสสาวะด้วยวิธี Immunoturbidimetry (35) จากการศกึษาพบวา่ 

ช่วงความเป็นเส้นตรงของการตรวจวดัโดยวิธีนี ้มีคา่ระหว่าง 5-400 mg/L เม่ือนําคา่ท่ีวดัได้จากวิธี

นีม้าเปรียบเทียบกบัผลจากการทดสอบโดยวิธี radial immunodiffusion พบว่าให้ผลการตรวจวดั

ท่ีสอดคล้องกนัสงู มีคา่ linear correlation เท่ากบั 0.99 นอกจากนี ้วิธี immunoturbidimetry ยงัมี

ข้อดีคือ เทคนิคไม่ยุ่งยาก ไม่ต้องใช้เคร่ืองมือท่ีมีราคาแพง ใช้เวลาในการตรวจวดัไม่นาน เหมาะ

สําหรับกรณีท่ีต้องตรวจสิ่งตัวอย่างจํานวนมาก แต่อย่างไรก็ตาม วิธีดังกล่าวจําเป็นต้องใช้

แอนตบิอดีปริมาณมากในการวดัแตล่ะปฏิกิริยา 

  วิธี enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)  

  วิธี ELISA นี ้จะมีแอนตบิอดีหรือแอนติเจนท่ีถกูตรึงไว้บน solid phase ซึง่อาจจะ

เป็นผิวของ microplate หรือ bead ปฏิกิริยาระหว่างแอนติบอดีและแอนติเจนท่ีเกิดขึน้สามารถ
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ตรวจสอบได้โดยดูจากการย่อยสารตัง้ต้นของเอนไซม์ท่ีติดฉลากไว้ท่ีแอนติบอดีทุติยภูมิ 

(secondary antibody) (36, 37) การเปลี่ยนสีท่ีเกิดขึน้สามารถมองเห็นได้ด้วยตาเปลา่หรือวดั

ความเข้มสีท่ีเกิดขึน้ด้วยเคร่ือง ELISA reader หรือสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ การตรวจวดัอลับมูินใน

ปัสสาวะด้วยหลกัการ ELISA สามารถทําได้หลายแบบ ดงันี ้

ก.) Indirect competitive ELISA โดยการตรึงแอนตเิจนไว้ท่ีก้นหลมุ 

จะเป็นการตรึงแอนติเจน ซึ่งในท่ีนีคื้ออลับูมิน ไว้ท่ีก้นหลมุของ ELISA plate 

จากนัน้เติมอลับมูินมาตรฐานหรือตวัอย่างปัสสาวะท่ีต้องการทดสอบ ตามด้วยการเติมแอนติบอดี

ปฐมภมูิท่ีจําเพาะตอ่อลับมูินของคน ซึง่ได้จากซีรัมของกระต่าย (rabbit anti-human albumin, 

RaH-Alb) (38, 39) กรณีท่ีสิ่งตวัอย่างมีอลับมูินปริมาณมาก ก็สามารถแย่งจบักบัแอนติบอดีได้

มาก ทําให้เหลือแอนติบอดีไปจบักับอลับูมินท่ีก้นหลมุได้น้อย ในทางกลบักันหากในสิ่งตวัอย่าง

มีอลับมูินปริมาณน้อย ก็จะมีแอนติบอดีเหลือให้ไปจบักบัอลับมูินท่ีก้นหลมุได้มาก จากนัน้ทําการ

ล้างเพ่ือแยกอลับูมินและแอนติบอดีท่ีไม่ทําปฏิกิริยาออกไป เติมแอนติบอดีทุติยภมูิท่ีได้จากซีรัม

แกะ ซึ่งมีความจําเพาะต่อแอนติบอดีของกระต่ายและติดฉลากด้วยเอนไซม์ horseradish 

peroxidase (goat anti-rabbit immunoglobulin labeled with horseradish peroxidase, GaR-

IgG-HRP) ล้างแอนติบอดีส่วนเกินท่ีไม่ทําปฏิกิริยาออก ทําการตรวจสอบปฏิกิริยาท่ีเกิดขึน้โดย

เติมสารตัง้ต้นของเอนไซม์ลงไปทําปฏิกิริยาและวัดความเข้มของสีท่ีเกิดขึน้ด้วยเคร่ือง ELISA 

reader โดยคา่ท่ีได้จากการวดัจะแปรผกผนักบัความเข้มข้นของอลับมูินในสิ่งตวัอย่าง (รูปท่ี 2.2 

ก.) ซึง่พบว่าวิธีดงักลา่วมีช่วงความเป็นเส้นตรงของการตรวจวดัเท่ากบั 0.2-12.5 mg/L และเม่ือ

เปรียบเทียบผลการตรวจวิเคราะห์จากวิธีดงักลา่วกบัวิธี immunoturbidimetry พบว่าผลการตรวจ

วิเคราะห์มีความสมัพนัธ์กนั โดยมีคา่ r เท่ากบั 0.940 (38) 

นอกจากนีย้งัได้มีการพฒันาวิธีการตรวจวดัให้มีความรวดเร็วยิ่งขึน้ ซึง่มีหลกัการ

เช่นเดียวกัน โดยทําการเคลือบอลับูมินไว้ท่ีก้นหลุม จากนัน้เติมปัสสาวะท่ีต้องการทดสอบหรือ

สารละลายอลับมูินมาตรฐานลงไป ตามด้วยแอนติบอดีต่ออลับมูินของคนท่ีติดฉลากด้วยเอนไซม์ 

horseradish peroxidase (รูปท่ี 2.2 ข.) (40, 41) บม่ปฏิกิริยา 1 ชัว่โมงท่ีอณุหภมูิห้องหรือท่ี 37 

องศาเซลเซียส เติมสารตัง้ต้นของเอนไซม์เพ่ือตรวจสอบปฏิกิริยาท่ีเกิดขึน้ วิธีนีใ้ห้ความไวในการ

ตรวจวดัเท่ากบั 10 ng มีช่วงความเป็นเส้นตรงท่ีสามารถตรวจวดัได้เท่ากบั 0.1-10 μg/ml ให้คา่ 

%recovery ท่ีระดบั 95% และมีความรวดเร็วในการตรวจวดั โดยหลงัจากเติมสิ่งตวัอย่างแล้ว ใช้

เวลาในการบม่ปฏิกิริยาเพียง 1 ชัว่โมง ก็สามารถตรวจสอบปฏิกิริยาท่ีเกิดขึน้ได้ (41) 
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รูปที่ 2.2 ขัน้ตอนการตรวจวดัอลับมูินด้วยวิธี indirect competitive ELISA โดยการตรึงแอนติเจน

ไว้ท่ีก้นหลมุ วิธี ก.มีการใช้ secondary antibody ; วิธี ข ไมมี่การใช้ secondary antibody 

 

ล้าง ล้าง ล้าง 

ตรึงแอนตเิจนไว้ท่ีก้นหลมุ 

เตมิตวัอยา่งท่ีต้องการ 

ทดสอบตามด้วยแอนตบิอดี 

ท่ีตดิฉลากด้วยเอนไซม์ 

เตมิสารตัง้ต้นของเอนไซม์ 

ตรึงแอนตเิจนไว้ท่ีก้นหลมุ 

เตมิตวัอยา่งท่ีต้องการ 

ทดสอบตามด้วยแอนตบิอดี 

เตมิแอนตบิอดีทตุยิภมู ิ

ท่ีตดิฉลากด้วยแอนไซม์ 

เตมิสารตัง้ต้นของเอนไซม์ 

ล้าง 

ล้าง 

ล้าง 

ล้าง 

ล้าง 

ก ข 
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ข.) Indirect competitive ELISA โดยการตรึงแอนตบิอดีไว้ท่ีก้นหลมุ  

ทําการตรึงแอนติบอดีท่ีจําเพาะต่ออลับูมินไว้ท่ีก้นหลมุ จากนัน้เติมสารละลาย

อลับมูินมาตรฐานหรืออลับมูินจากสิ่งตวัอย่างท่ีต้องการทดสอบ พร้อมกบัเติมอลับมูินท่ีติดฉลาก

ด้วยเอนไซม์ซึง่ทราบความเข้มข้นลงไปพร้อมกนั อลับมูินในสิ่งตวัอย่างและอลับมูินท่ีติดฉลากจะ

เกิดการแย่งจบักบัแอนติบอดีท่ีก้นหลมุ ทําการล้างอลับูมินส่วนเกินท่ีไม่ปฏิกิริยาออกไป เติมสาร

ตัง้ต้นของเอนไซม์เพ่ือตรวจสอบปฏิกิริยาท่ีเกิดขึน้ โดยสญัญาณท่ีได้จากการตรวจวดัจะแปรผนั

กลบักบัความเข้มข้นของอลับมูินในสิ่งตวัอย่าง ช่วงความเป็นเส้นตรงของการตรวจวดัด้วยวิธีนีมี้

ค่าเท่ากับ 0.2-12.5 mg/L และเม่ือเปรียบเทียบผลการตรวจวิเคราะห์จากวิธีดงักล่าวกับวิธี 

immunoturbidimetry พบว่าผลการตรวจวิเคราะห์มีความสมัพนัธ์กนั โดยมีคา่ r เท่ากบั 0.940 

(38) 

 

 
 

 

รูปที่ 2.3 ขัน้ตอนการตรวจวดัอลับูมินด้วยวิธี indirect competitive ELISA โดยการตรึง

แอนตบิอดีไว้ท่ีก้นหลมุ 

ค.) Indirect sandwich ELISA   

หลกัการคือ ตรึงแอนติบอดีท่ีจําเพาะต่ออลับูมินไว้ท่ีก้นหลมุ อาจเป็นได้ทัง้โมโน

โคลนอลแอนตบิอดีหรือโพลีโคลนอลแอนตบิอดี เม่ือเตมิปัสสาวะท่ีต้องการทดสอบหรือสารละลาย

อลับมูินมาตรฐานลงไป อลับมูินในสารละลายจะถกูจบัไว้ด้วยแอนติบอดีท่ีตรึงไว้ท่ีก้นหลมุ ทําการ

ล้างอลับมูินสว่นท่ีไม่ทําปฏิกิริยาออกไป จากนัน้เติมแอนติบอดีตอ่อลับมูินท่ีติดฉลากด้วยเอนไซม์ 

ล้างแอนติบอดีสว่นเกินท่ีไม่ทําปฏิกิริยาออก (9, 42, 43) ทําการตรวจสอบปฏิกิริยาท่ีเกิดขึน้โดย

การเติมสารตัง้ต้นของเอนไซม์และวัดความเข้มของสีท่ีเกิดขึน้ (รูปท่ี 2.4) การตรวจวัดด้วยวิธี

ดงักล่าว พบว่ามีความไวในการตรวจวดัเท่ากบั 1.6 μg/ml  สามารถตรวจวดัอลับมูินได้ในช่วง 

ล้าง ล้าง 

ตรึงแอนตบิอดีไว้ท่ีก้นหลมุ เตมิสิง่ตวัอยา่งท่ีต้องการทดสอบ

พร้อมกบัอลับมูินท่ีตดิฉลาก 

เตมิสารตัง้ต้นของเอนไซม์ 
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1.6-100 μg/ml เม่ือเปรียบเทียบผลการตรวจวิเคราะห์กบัวิธี nephelometry (Behring BNII) 

พบวา่คา่ท่ีได้มีความสมัพนัธ์กนั (r = 0.99) (43)  

  
 

 

รูปที่ 2.4 ขัน้ตอนการตรวจวดัอลับมูินด้วยวิธี indirect sandwich ELISA  

วิธี Radioimmunoassay  

  วิธี radioimmunoassay ถกูพฒันาขึน้ในปี ค.ศ.1960 โดย Yalow & Berson (44) 

เพ่ือใช้ในการตรวจหาระดบัอินซลูนิในเลือด เป็นวิธีท่ีมีความรวดเร็วในการตรวจวดั มีความแม่นยํา

และความไวสงู โดยสามารถตรวจวดัสารปริมาณน้อยในระดบัพิโคกรัมได้ จึงนิยมใช้ในการตรวจ

วิเคราะห์สารท่ีมีปริมาณน้อยๆ เช่น ฮอร์โมน ยา โปรตีน การตรวจวัดอัลบูมินในปัสสาวะโดย

เทคนิค radioimmunoassay สามารถทําได้โดยใช้อลับูมินท่ีติดฉลากด้วยสารกมัมนัตรังสี ได้แก่ 
125I, 131I ซึง่ให้รังสีแกมม่า หรือ 3H ซึง่ให้รังสีเบต้า เป็นตวัแข่งขนักบัอลับมูินท่ีมีในสิ่งตวัอย่าง   

อลับมูินทัง้สองกลุ่มจะแย่งกนัจบักบัแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอ่อลับมูิน จากนัน้ทําการแยกอลับมูินท่ี

ติดฉลากท่ีทําปฏิกิริยา  (bound radiolabelled albumin) ออกจากอลับูมินอิสระ (free 

radiolabelled albumin) โดยใช้ anti-immunoglobulin antibody เป็นตวัทําให้เกิดการตกตะกอน 

จากนัน้นําไปป่ันแยกเพ่ือนําตะกอนซึง่มีส่วน bound radiolabelled albumin อยู่ ไปตรวจวดั

ตรึงแอนตบิอดีไว้ท่ีก้นหลมุ 

ล้าง 

ล้าง 

ล้าง 
เตมิสิง่ตวัอยา่งท่ีต้องการทดสอบ

หรือสารละลายอลับมูินมาตรฐาน 

เตมิแอนตบิอดีตอ่อลับมูินท่ี

ตดิฉลากด้วยเอนไซม์ 
เตมิสารตัง้ต้นของเอนไซม์ 



12 

 

ปริมาณรังสี จากวิธีดงักลา่วนี ้ปริมาณรังสีท่ีตรวจวดัได้จะมีส่วนกลบักนักบัปริมาณอลับมูินท่ีมีใน

สิ่งตวัอย่าง นอกจากนี ้ได้มีการใช้กระดาษกรองมาช่วยในการแยก free radiolabelled albumin 

ออกจาก bound radiolabelled albmin แทนการทําให้ตกตะกอนด้วย anti-immunoglobulin 

antibody โดยวางกระดาษกรองไว้ท่ีก้นของ scintillation counting tube ในแนวขวาง ก่อนทําการ

วัดปริมาณรังสี (7) นอกจากนี ้เทคนิค radioimmunoassay ยังสามารถทําได้บนผิวของ solid-

phase เช่น Sepharose bead, polystyrene plate ปฏิกิริยาระหว่างแอนติเจนและแอนติบอดีท่ี

เกิดขึน้จะเกิดบนผิวของ solid-phase โดยแต่ละขัน้ตอนต้องมีการล้างเพ่ือแยกแอนติบอดีหรือ

แอนตเิจนสว่นเกินออก เรียกวิธีนีว้า่ Solid-phase radioimmunoassay (45) 

  วิธี Immunochromatography assay  

  เป็นการตรวจแบบ rapid test ปฏิกิริยาระหว่างแอนติเจนและแอนติบอดีจะเกิด

บน Nitrocellulose membrane หรือ Nylon membrane ซึง่อาจมีลกัษณะเป็น strip หรือ 

cassette หากพิจารณาจากลกัษณะการไหลของของเหลว สามารถแบ่งชดุตรวจออกเป็น 2 ชนิด 

คือ vertical flow assay เป็นการไหลของของเหลวตามแนวด่ิง และ lateral flow assay เป็นการ

ไหลของของเหลวตามแนวราบหรือแนวนอน  

แผ่นทดสอบจะประกอบด้วยแถบแสดงผลอย่างน้อย 2 แถบ คือ แถบแสดงผล 

(Test line) เป็นแถบแสดงผลการทดสอบของสิ่งตวัอย่าง ท่ีแถบนีจ้ะมีแอนติบอดีตรึงอยู่ และแถบ

ควบคุม (Control line) เป็นแถบแสดงคุณภาพของชุดตรวจสอบท่ีใช้ ซึ่งจะตรึง anti-

immunoglobulin antibody แถบสีของจดุนีจ้ะต้องปรากฏสีเสมอในการทดสอบ การแปรผลจะ

ขึน้อยูก่บัหลกัการท่ีใช้ในการทดสอบ  
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รูปที่ 2.5 ส่วนประกอบของแถบตรวจวิเคราะห์ ซึง่ประกอบด้วย sample pad สําหรับหยดสิ่ง

ตวัอย่างหรือจุ่มในสิ่งตวัอย่างท่ีต้องการทดสอบ, gold conjugate pad ซึง่มีแอนติบอดีหรือ

แอนติเจนท่ีติดฉลากตรึงอยู่, capture/test line สําหรับแสดงผลการทดสอบของสิ่งตวัอย่าง, และ 

control line สําหรับแสดงคณุภาพของแถบตรวจวิเคราะห์ (46) 

ในกรณีของ sandwich method (10, 47-49) จะมีแอนติบอดีท่ีติดฉลากด้วย 

colloidal gold ตรึงอยู่ท่ีบริเวณ gold conjugated pad เม่ือแอนติเจนในสารตวัอย่างผ่านมาเจอ

กบัแอนติบอดี จะเกิดเป็น antigen-antibody complex ผ่านไปยงัแถบทดสอบ เกิดการจบักบั

แอนติบอดีท่ีตรึงอยู่ในลกัษณะของแซนวิช ในขณะเดียวกนั ท่ีแถบควบคมุ complex ดงักลา่วจะ

ถกูจบัไว้ด้วย anti-Ig antibody ในกรณีนี ้จะเห็นแถบสีปรากฏขึน้ทัง้สองแถบ แปลผลว่า positive 

หาก control line ปรากฏสีเพียงแถบเดียว แปลผลวา่ negative  
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รูปที่ 2.6 ปฏิกิริยาท่ีเกิดขึน้ระหว่างแอนติเจนและแอนติบอดี  เม่ือทําการตรวจวิเคราะห์แอนติเจน

ด้วยแถบตรวจวิเคราะห์ โดยใช้หลกัการ sandwich lateral flow immunochromatography 

assay (50) 

ในกรณีของ competitive method (51) จะใช้แอนติเจนท่ีติดฉลากด้วย gold 

colloidal ตรึงไว้ท่ี gold conjugated pad เป็นตวัแข่งขนักบัแอนติเจนจากสารตวัอย่าง เพ่ือจบักบั

แอนติบอดีท่ีตําแหน่ง test line และตรึงแอนติบอดีต่อสารท่ีต้องการทดสอบ ไว้ท่ีแถบควบคมุ

คณุภาพ หากในสารตวัอย่างมีแอนติเจนอยู่ แอนติเจนจะแย่งจบักบัแอนติบอดีท่ีแถบทดสอบ ทํา

ให้แอนติเจนท่ีติดฉลากไม่สามารถจบักับแอนติบอดีท่ีแถบทดสอบได้ จึงปรากฏสีท่ีแถบควบคุม

เพียงแถบเดียว และแปลผลว่า positive ในทางตรงกนัข้าม หากในสารตวัอย่างไม่มีแอนติเจน จะ

ปรากฏสีทัง้ในแถบทดสอบและแถบควบคมุ และแปลผลวา่ negative 

2.3 ส่ิงแปลกปลอมหรือแอนตเิจน (Antigen, Ag) (52) 

แอนตเิจน คือ สารใดๆ ก็ตามท่ีสามารถทําปฏิกิริยาได้กบัตวัรับแอนตเิจนบนเซลล์

ลมิโฟซยัท์ (T cell receptor) หรือทําปฏิกิริยาได้กบัแอนติบอดี เรียกคณุสมบตัิดงักลา่วว่า มีความ

เป็น Antigenicity แอนติเจนมีความแตกต่างจากอิมมโูนเจน โดยอิมมโูนเจนคือสารท่ีเม่ือเข้าสู่

ร่างกายแล้ว สามารถกระตุ้นให้เกิดการตอบสนองทางระบบภมูิคุ้มกนัตอ่สารนัน้ๆหรือมีคณุสมบตัิ
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ของการเป็น Immunogenicity ดงันัน้ อิมมูโนเจนถือเป็นแอนติเจน แต่แอนติเจนไม่ทัง้หมดท่ีมี

คณุสมบตัิของการเป็นอิมมโูนเจน อย่างไรก็ตาม คําว่าแอนติเจนมกัถกูใช้แทนคําว่าอิมมโูนเจนใน

กรณีท่ีสารชนิดนัน้มีทัง้คุณสมบตัิของการกระตุ้นให้เกิดการตอบสนองทางระบบภูมิคุ้มกันและ

สามารถทําปฏิกิริยาภมูิคุ้มกนัท่ีเกิดขึน้ได้ โดยสารแต่ละชนิดมีความสามารถในการกระตุ้มระบบ

ภมูิคุ้มกนัได้ดีแตกตา่งกนั ขึน้กบัคณุสมบตัติา่งๆ ดงันี ้

ก.) การเป็นสิง่แปลกปลอม (Foreignness) 

ร่างกายสามารถแยกสิ่งท่ีเป็นของตนเอง (self) ออกจากสิ่งแปลกปลอม (non 

self) ได้ กลไกดงักล่าวเกิดขึน้ในระหว่างการพฒันาการของเซลล์ลิมโฟซยัท์ โดยสารใดก็ตามท่ี

เซลล์ลิมโฟซยัท์ไม่เคยพบเจอในระยะดงักล่าว จะถกูจดัเป็นสิ่งแปลกปลอมของร่างกาย ยิ่งความ

เป็นสิ่งแปลกปลอมยิ่งมาก ก็จะยิ่งกระตุ้นให้เกิดการตอบสนองทางภมูิคุ้มกนัได้ดีขึน้ ตวัอย่างเช่น

การปลกูถ่ายอวยัวะ ถ้าผู้ รับและผู้ ให้เป็นฝาแฝดชนิด identical twin ร่างกายของผู้ รับจะไม่เห็น

อวยัวะท่ีปลกูถ่ายเป็นสิ่งแปลกปลอม แต่หากอวยัวะท่ีปลกูถ่ายมาจากผู้ ให้ท่ีมีความแตกต่างทาง

พนัธุกรรมกบัผู้ รับ ร่างกายก็จะเห็นอวยัวะนัน้เป็นสิ่งแปลกปลอมและเกิดการตอบสนองตอ่อวยัวะ

ท่ีได้รับมา อย่างไรก็ตาม มีสารบางอย่างในร่างกายท่ีถกูเห็นเป็นสิ่งแปลกปลอมได้ ทัง้นีเ้น่ืองจาก

ในภาวะปกต ิสารเหลา่นีจ้ะไมพ่บโดยระบบภมูิคุ้มกนัเลย เช่น cornea ของตา, อสจิุ เป็นต้น 

ข.) ขนาดของโมเลกลุ  

พบวา่ยิ่งสารมีขนาดใหญ่ก็จะยิ่งกระตุ้นระบบภมูิคุ้มกนัได้ดีขึน้ โดยเฉพาะสารท่ีมี

ขนาดโมเลกุลมากกว่า 1,000 กิโลดลัตนั ในขณะท่ีสารท่ีมีขนาดเล็กกว่า 10 กิโลดลัตนั มกัจะ

กระตุ้ นระบบภูมิคุ้ มกันได้ไม่ดี ทัง้นีอ้าจเป็นเพราะสารท่ีมีโมเลกุลขนาดใหญ่มีจํานวนของ 

antigenic determinant มากกวา่สารท่ีมีโมเลกลุขนาดเลก็  

Antigenic determinant หรือ epitope เป็นหน่วยย่อยท่ีจะไปทําปฏิกิริยากบั T 

cell receptor หรือทําปฏิกิริยากบัแอนติบอดี มีการประมาณว่าในแตล่ะ 5 กิโลดลัตนั จะประกอบ

ไปด้วย 1 antigenic determinant เป็นสาเหตใุห้สารท่ีมีขนาดโมเลกลุใหญ่ สามารถกระตุ้นระบบ

ภมูิคุ้มกนัได้ดีกวา่ เพราะมีจํานวนของ epitope มากกวา่ 

ค.) ความคงตวัของสาร 
สารท่ีมีรูปทรงไม่แน่นอน มีรูปทรงท่ีไม่เสถียร จะกระตุ้นการทํางานของระบบ

ภมูิคุ้มกนัได้ไม่ดี เช่น เจลลาติน หรือแป้ง ซึง่มีโครงสร้างโมเลกลุไม่คงตวั จึงเป็นอิมมโูนเจนท่ีไม่ดี 

ด้วยเหตนีุ ้จึงเป็นเหตใุห้โปรตีนมีคณุสมบตัิของการเป็นอิมมโูนเจนท่ีดีเม่ือเทียบกบั คาร์โบไฮเดรต 

ไขมนั และกรดนิวคลอิิค 
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ง.) คณุสมบตัทิางชีวเคมี 

สารท่ีมีโครงสร้างทางเคมีท่ีซับซ้อน จะยิ่งเป็นอิมมูโนเจนท่ีดี มีสารประกอบ      

ชีวโมเลกุลหลายชนิดท่ีสามารถกระตุ้นการทํางานของระบบภูมิคุ้มกันให้สร้างแอนติบอดีได้ แต่

พบว่าโปรตีนสามารถกระตุ้นการสร้างแอนติบอดีได้ดีท่ีสุด ทัง้นีเ้น่ืองจากโปรตีนประกอบด้วย

กรดอะมิโนหลายชนิดท่ีเช่ือมตอ่กนัด้วยพนัธะเปปไทด์ เกิดเป็นสายพอลิเปปไทด์ขนาดตา่ง ซึง่สาย

พอลเิปปไทด์นีย้งัมีการม้วนพบัไปมาจนเกิดเป็นรูปทรงตา่งๆ นอกจากนีย้งัพบวา่ โปรตีนท่ีมีกรดอะ

มิโนท่ีมีความหลากหลายของกรดอะมิโน จะมีความเป็น immunogenicity ท่ีดีกว่าโปรตีนท่ีมี

กรดอะมิโนชนิดเดียวกนัซํา้ๆ (homopolymer)  

จ.) ปริมาณและช่องทางท่ีสารเข้าสูร่่างกาย 

การให้แอนติเจนในปริมาณท่ีมากหรือน้อยเกินไป อาจส่งผลให้เกิดภาวะท่ี

ร่างกายไม่ตอบสนองต่อแอนติเจนท่ีได้รับ เรียกภาวะดงักล่าวว่า immunological tolerance 

ดงันัน้ ปริมาณแอนติเจนท่ีเข้าสู่ร่างกายต้องให้ในปริมาณท่ีเหมาะสม และมีการกระตุ้นซํา้หลาย

ครัง้ (booster) นอกจากนี ้ช่องทางท่ีร่างกายได้รับแอนตเิจนก็มีผลตอ่การตอบสนองท่ีแตกตา่งกนั

เช่นกนั แอนติเจนบางชนิด หากเข้าสู่ทางเดินหายใจอาจก่อให้เกิดภูมิแพ้ หรือการให้แอนติเจน

ทางเส้นเลือด แอนติเจนจะไปท่ีม้ามก่อน หากให้ในปริมาณท่ีมากไป มีโอกาสก่อให้เกิด 

tolerance ได้สงู การให้แอนติเจนเข้าสูท่างเดินอาหาร มกักระตุ้นให้เกิดแอนติบอดีท่ีบริเวณลําไส้ 

หรือการให้แอนติเจนโดยฉีดเข้าทางผิวหนงั แอนติเจนท่ีได้รับจะไปท่ีต่อมนํา้เหลืองท่ีอยู่บริเวณ

ใกล้เคียง ซึง่มกัให้การตอบสนองท่ีดี 

ฉ.) พนัธุกรรมของร่างกายผู้ รับ  

ระบบภมูิคุ้มกนัถกูควบคมุโดยพนัธุกรรมของสิ่งมีชีวิตแต่ละชนิด แอนติเจนชนิด

เดียวกัน อาจกระตุ้นให้เกิดการสร้างแอนติบอดีได้ดีในสตัว์ชนิดหนึ่ง แต่อาจจะกระตุ้นการสร้าง

แอนตบิอดีได้ไมดี่ในสตัว์อีกชนิดหนึง่ หรือแอนตเิจนชนิดเดียวกนั อาจกระตุ้นให้เกิดการตอบสนอง

ทางภมูิคุ้มกนัในแตล่ะคนได้แตกตา่งกนั 

อย่างไรก็ตาม สามารถเพิ่มความสามารถในการกระตุ้นระบบภมูิคุ้มกนัของสาร

หนึ่งๆ ให้ดีขึน้ได้ โดยการนําสารดงักล่าวมาเช่ือมต่อกับ hapten ซึ่งเป็นโมเลกุลขนาดเล็ก เม่ือ 

hapten รวมตวักบัสารอ่ืนท่ีมีคณุสมบตัิเป็นอิมมโูนเจนแล้วจะสามารถกระตุ้นให้มีการตอบสนอง

ทางระบบภมูิคุ้มกนัได้ แต่โดยตวัเองแล้วไม่สามารถกระตุ้นการตอบสนองของระบบภมูิคุ้มกนัได้ 

ตวัอยา่งของ hapten เช่น ยาตา่งๆ, ฮอร์โมน ไขมนั หรือสารสงัเคราะห์ เช่น dinitrophely (DNP) 
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2.4 แอนตบิอด ี(Antibody, Ab) 

แอนติบอดีคือสารชีวโมเลกลุประเภทไกลโคโปรตีน (glycoprotein) ประกอบด้วย

พอลิเปปไทด์ (polypeptide) 82-96% และคาร์โบไฮเดรต (carbohydrate) 4-18% เกิดจากการ

ตอบสนองทางระบบภมูิคุ้มกนัชนิด humorol mediated immunity respond (HMIR) ของร่างกาย

ตอ่แอนติเจนท่ีได้รับ โดยแอนติเจนท่ีเข้าไปจะไปกระตุ้นเซลล์ B-lymphocyte ให้มีการแบง่ตวัเพิ่ม

จํานวน (proliferation) และเปล่ียนแปลง (differentiation) ตวัเองไปเป็น plasma cells ซึง่มีหน้าท่ี

ในการสร้างแอนติบอดี แอนติบอดีท่ีสร้างขึน้จะถกูหลัง่เข้าสู่กระแสเลือดและสารคดัหลัง่ทัว่ไปใน

ร่างกาย เช่น นํา้ตา นํา้ลายหรือนํา้ย่อยในระบบทางเดินอาหาร เพ่ือมาจับและทําปฏิกิริยากับ

แอนตเิจนท่ีมากระตุ้นได้อยา่งจําเพาะ  

จากการนําซีรัมของสตัว์ทดลองท่ีถกูกระตุ้นให้สร้างแอนติบอดีมาทําการแยกสว่น

ของโปรตีนโดยใช้กระแสไฟฟ้า (electrophoresis) พบว่าซีรัมโปรตีนแยกออกเป็นแถบดงัรูปท่ี 2.7 

โดยอลับูมินซึ่งมีขนาดเล็กและมีประจุลบมากท่ีสดุ จะสามารถเคล่ือนท่ีไปทางขัว้บวกได้เร็วท่ีสดุ 

ถดัมาคือ อลัฟ่า 1, อลัฟ่า 2, เบต้า, และแกมม่า-โกลบลูิน เม่ือนําซีรัมมาแยกเอาแอนติบอดีออก

โดยใช้แอนติ เจนเป็นตัวดูดซับ  และนําไปแยกส่วนโดยใช้กระแสไฟฟ้าอีกครั ง้  พบว่า 

electrophoretogram ท่ีได้มีส่วนของ แกมม่า-โกลบูลินลดลง การทดสอบนีแ้สดงให้เห็นว่า 

แอนติบอดีส่วนใหญ่เป็นโปรตีนท่ีอยู่ในส่วนของแกมม่า-โกลบูลิน จึงเป็นท่ีมาของการเรียก

แอนตบิอดีอีกช่ือหนึง่วา่ อิมมโูนโกลบลูนิ (immunoglobulin, Ig) 

 

 

 



18 

 

 
 

รูปที่ 2.7 electrophoretogram ของซีรัมโปรตีนจากการแยกด้วยวิธี Electrophoresis (53)  

แอนตบิอดี หรือ อิมมโูนโกลบลูนิ ประกอบด้วยพอลิเปปไทด์ 4 สาย ท่ีเช่ือมตอ่กนั

ด้วย disulfide bond ดงัรูปท่ี 2.8 แยกเป็นโปรตีนสายยาว 2 สายท่ีเหมือนกนั เรียกว่า heavy 

chain นํา้หนกัโมเลกลุ 50,000 กิโลดลัตนั และโปรตีนสายสัน้ 2 สายท่ีเหมือนกนั เรียกว่า light 

chain นํา้หนกัโมเลกุล  25,000 กิโลดลัตนั โดยแอนติบอดีจะใช้ส่วนปลายของด้าน amino 

terminal ในการจบักบัแอนตเิจน เรียกบริเวณดงักลา่วว่า antigen binding site สว่นปลายอีกด้าน 

เรียกวา่ carboxyl terminal ทําหน้าท่ีด้านชีวภาพอ่ืน (ตารางท่ี 2.1)  

 

 

+ - 

Albumin 

α1 α2 β  γ 

Globulin 
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รูปที่ 2.8 โครงสร้างพืน้ฐานของอิมมโูนโกลบลูนิ ซึง่ประกอบด้วยโปรตีนสายสัน้ (light chain) และ

โปรตีนสายยาว (heavy chain) โดยมีพนัธะ disulfide bond เป็นตวัเช่ือมโปรตีนแต่ละสายเข้า

ด้วยกนั (54)   

ตารางที่ 2.1 คณุสมบตัทิางชีวภาพของแตล่ะ domain ของอิมมโูนโกลบลูนิ 

Domain หน้าที่ 

VH, VL จบักบัแอนตเิจน 

CH1 จบักบัคอมพลีเมนท์ C4b 

CH2 จบักบัคอมพลีเมนท์ C1q 

CH2+CH3 • จบักบั Fc receptor บน mononuclear cells, 

neutrophills, eosinophils, เกลด็เลือด 

• ทําปฏิกิริยากบั staphylococcus protein A 

จากการศึกษาลําดับกรดอะมิโนของสายโปรตีนแต่ละสาย พบว่า กรดอะมิโน

ลําดบัท่ี 1-100 ตวัแรกทางด้านปลาย amino terminal เป็นตําแหน่งท่ีมีการเปลี่ยนแปลงของ

กรดอะมิโนสงูในแตล่ะโมเลกลุ เรียกบริเวณนีว้่า variable region สว่นบริเวณอ่ืนของสายโปรตีนท่ี

มีลําดบัของกรดอะมิโนคอ่นข้างคงท่ี เรียกบริเวณนีว้่า constant region ซึง่ light chain 1 สาย จะ

มี variable region 1 สว่น (VL) และ constant region 1 สว่น (CL) ในขณะท่ี heavy chain 1 สาย 

จะมี variable region 1 สว่น (VH) และ constant region 3-4 สว่น (CH1, CH2, CH3) และพบว่า
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บริเวณกึ่งกลางของสาย heavy chain เป็นบริเวณท่ีมีกรดอะมิโนชนิด proline เป็นจํานวนมาก 

เรียกบริเวณนีว้่า hinge region ซึ่งจากการท่ีบริเวณนีมี้กรดอะมิโนชนิดนีอ้ยู่มาก จึงส่งผลให้

บริเวณนีมี้ความยืดหยุ่นสงู ทําให้ปลายด้าน amino terminal สามารถยืดเปล่ียนรูปร่างเพ่ือจบักบั

แอนติเจนได้ดียิ่งขึน้ เม่ือพิจารณาลําดบักรดอะมิโนในตําแหน่งของ variable region ทัง้ของ 

heavy และ light chain พบว่าลําดบักรดอะมิโนส่วนใหญ่ 80-85% ค่อนข้างคงท่ี แต่มีเพียง 3 

ตําแหน่ง คือตําแหน่งท่ี 30, 50, และ 95 ท่ีมีการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนท่ีคอ่นข้างมาก แตล่ะ

ตําแหน่งมีกรดอะมิโนประมาณ 10 ตวั เรียกตําแหน่งเหล่านีว้่า hypervariable regions ซึง่เป็น

ตําแหน่งท่ีจบักบัแอนติเจน โดยสามารถจบัได้กบัแตล่ะ epitope ของแอนติเจนแตล่ะชนิดได้อย่าง

พอเหมาะ จึงเรียกตําแหน่งนีอี้กช่ือหนึ่งว่า complementarity determining regions (CDRs) และ

เรียกตําแหน่งท่ีมีกรดอะมิโนคอ่นข้างคงท่ีซึง่คัน่ระหว่างแตล่ะ CDRs ว่า framework regions ดงั

รูปท่ี 2.9 

 

  
 

รูปที่ 2.9 โครงสร้างของแอนติบอดี ซึง่ประกอบด้วย variable region (VH, VL) และ constant 

region (CH1, CH2, CH3) (55)  
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ได้มีการนําแอนติบอดีมาทําการย่อยด้วยเอนไซม์ papain และ pepsin โดย

เอนไซม์ papain จะย่อย Ig ท่ีบริเวณ hinge region เหนือพนัธะ disulfide bond ทําให้ Ig ถกูตดั

ออกเป็น 3 สว่น โดย 2 ส่วน สามารถจบักบัแอนติเจนได้ แต่ไม่ทําให้ตกตะกอน เรียก 2 สว่นนีว้่า 

antigen binding fragment (Fab) อีกสว่นท่ีเหลือไม่สามารถจบักบัแอนติเจนได้ แตส่ามารถตก

ผลกึได้ เรียกสว่นนีว้่า crytallizable fragmen (Fc)  และจากการย่อย Ig ด้วยเอนไซม์ pepsin ซึง่

ย่อยบริเวณ hinge region ใต้พนัธะ disulfide bond พบว่า Ig ถกูย่อยออกเป็น 2 สว่น สว่นหนึ่ง

สามารถจบักบัแอนตเิจนและทําให้ตกตะกอนได้ โดยมี Fab 2 แขนท่ีเช่ือมติดกนัอยู่ เรียกชิน้สว่นนี ้

ว่า F(ab’)2 และพบว่าสว่น Fc ถกูย่อยออกเป็นชิน้ส่วนเล็กๆ เรียกชิน้สว่นย่อยของ Fc นีว้่า pFc’ 

ดงัรูปท่ี 2.10 

 

 

รูปที่ 2.10 การย่อยอิมมโูนโกลบลูินของเอนไซม์ papain ได้เป็นสว่นย่อย Fab 2 สว่น และ Fc 1

สว่น และผลจากการย่อยด้วยเอนไซม์ pepsin ได้เป็น F(ab’)2 และ ชิน้สว่นย่อยของ Fc fragment 

(56)  
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อิมมโูนโกลบลูินสามารถแบง่ออกได้เป็น 5  ชนิด (class) ตามความแตกตา่งของ 

heavy chain คือ IgG, IgA, IgM, IgD, และ IgE แต่ละชนิดมีความแตกต่างกนัในสว่นของ

รายละเอียดและคณุสมบตัติา่งๆ ซึง่จะได้กลา่วถึงตอ่ไป 

Immunoglobulin G (IgG) 

มีปริมาณมากท่ีสุดในซีรัมของคนปกติ ประมาณ 75-80% ของ Ig ทัง้หมด 

โมเลกลุของ IgG มีลกัษณะเป็น monomer มี heavy chain เป็น gamma chain สว่น light chain 

อาจเป็น kappa isotype หรือ lambda isotype ก็ได้ IgG ยงัสามารถแบง่ออกเป็น 4 subclasses 

คือ IgG1 (60-70%), IgG2 (14-20%), IgG3 (4-8%), และ IgG4 (2-6%) โดยแตล่ะ subclass มี 

heavy chain เป็น gamma1, gamma2, gamma3, และ gamma4 ตามลําดบั IgG สามารถผ่าน

จากแม่ไปสู่ลกูได้ เน่ืองจาก IgG สามารถผ่านรกได้  จึงมีส่วนสําคญัในการป้องกนัการติดเชือ้ใน

ทารกแรกเกิดช่วง 2-3 สปัดาห์ และยงัพบได้ในนํา้นมมารดา ร่วมกบั IgM และ IgA  

IgG มีบทบาทสําคญัในการป้องกนัโรคติดเชือ้ โดยสามารถกระตุ้นการทํางาน

ของระบบคอมพลีเมนท์ได้ IgG ท่ีจบัอยู่บนเชือ้จุลชีพสามารถกระตุ้นให้เกิดการจบักินจุลชีพของ 

phagocyte (opsonization) กระตุ้นให้เกิดการทําลายเชือ้ผ่านขบวนการ antibody dependent 

cell-mediated cytotoxicity (ADCC) และยงัทําให้แอนติเจนเกิดการเกาะกลุม่ (agglutinaion) 

และตกตะกอน (precipitation) ได้ 

Immunoglobulin A 

มีปริมาณ 10-15% ของอิมมโูนโกลบูลินในซีรัม มี heavy chain เป็น alpha 

chain ท่ีจบักบั kappa หรือ lambdo light chain IgA พบมากในสิ่งคดัหลัง่ตา่งๆ เช่น นํา้นม

มารดา นํา้ลาย นํา้ตา หรือสิ่งคดัหลัง่ในระบบทางเดินอาหาร ทางเดินหายใจ และระบบขบัถ่าย 

เรียก IgA ในสิ่งคดัหลัง่เหล่านีว้่า secretory ในซีรัม IgA ส่วนใหญ่เป็น monomer ในขณะท่ี 

secretory IgA สว่นใหญ่มีลกัษณะเป็น dimer ซึง่เกิดจาก monomer 2 โมเลกลุท่ีมี J chain เป็น

ตวัเช่ือม secretory IgA มีบทบาทสําคญัในการป้องกนัการติดเชือ้ท่ีมกัจะเข้าสูร่่างกายทางเย่ือบุ

ตา่งๆ (mucosal immunity) เช่น เย่ือบทุางเดินอาหาร เย่ือบทุางเดินหายใจ นอกจากนี ้secretory 

IgA ในนํา้นมมารดา ยงัมีหน้าท่ีสําคญัในการป้องกนัการตดิเชือ้ในทารก 
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Immunoglobulin M 

พบประมาณ 5-10% ของอิมมูโนโกลบูลินทัง้หมด เป็นแอนติบอดีตวัแรกท่ี

ร่างกายสร้างขึน้ต่อแอนติเจนท่ีได้รับ และเป็นแอนติบอดีชนิดแรกท่ีเด็กทารกสร้างได้เอง IgM มี 

heavy chain เป็น μ chain เป็นอิมมโูนโกลบลูินท่ีมีขนาดใหญ่ มีลกัษณะเป็น pentamer ท่ี

ประกอบจาก IgM 5 โมเลกลุ เช่ือมเข้าด้วยกนัด้วย disulfide bond และ J chain เน่ืองจาก IgM มี

จํานวน antibody binging site มากถึง 10 ตําแหน่ง จึงมีประสิทธภาพในการจบักบัแอนติเจนได้ดี 

สามารถกระตุ้นการทํางานของระบบคอมพลีเมนท์ได้ดีมาก นอกจากในซีรัมแล้ว ยงัพบ IgM ได้ใน

สิ่งคดัหลัง่ตา่งๆเช่นเดียวกบั secretory IgA  และบนผิวเซลล์ของ B lymphocyte ทําหน้าท่ีเป็นท่ี

รับสําหรับแอนตเิจน และยงัพบวา่ แอนตบิอดีตอ่หมูเ่ลือดตามธรรมชาต ิสว่นใหญ่เป็น IgM 

Immunoglobulin D 

  มีปริมาณน้อยมากในซีรัม คือประมาณ 0.5% ของอิมมโูนโกลบูลินทัง้หมด มี 

heavy chain เป็น delta chain มีลกัษณะเป็น monomer IgD เป็นอิมมโูนโกลบลูินท่ีไม่มี 

disulfide bonds เช่ือมระหว่าง heavy chain พบว่า IgD สว่นใหญ่อยู่บน B lymphocyte ทํา

หน้าท่ีเป็นท่ีรับแอนตเิจนและกระตุ้นการทํางานของ B cell  

Immunoglobulin E 

เป็นอิมมโูนโกลบลูินท่ีมีปริมาณน้อยท่ีสดุ มี heavy chain เป็น epsilon chain 

IgE เก่ียวข้องกบัการเกิดโรคภูมิแพ้ โดย Fc ของ IgE สามารถจบัได้อย่างแน่นหนากับ Fc 

receptor ท่ีอยู่บนผิวของ mast cell และ basophils พบว่าเม่ือมีสารท่ีก่อให้เกิดภมูิแพ้มาจบักบั 

IgE ท่ีอยู่บน mast cell และ basophils ส่งผลให้เซลล์ดงักล่าวมีการหลัง่สารภายในเซลล์ซึง่

ก่อให้เกิดภาวะภมูิแพ้อยา่งเฉียบพลนัออกมา นอกจากนี ้IgE ยงัมีบทบาทในการป้องกนัเชือ้ปรสิต

อีกด้วย 
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รูปที่ 2.11 โครงสร้างพืน้ฐานของอิมมโูนโกลบลูนิชนิด IgG, IgA, IgM, IgD, IgE (57)   

2.4.1 การตอบสนองทางภมูิคุ้มกัน (Immune response) 

 การตอบสนองทางภูมิคุ้ มกันท่ีมีความจําเพาะต่อแอนติเจนแต่ละชนิด และ

สามารถตอบสนองได้ไมจํ่ากดันี ้สามารถอธิบายได้โดยทฤษฎีท่ีมีช่ือว่า Clonal selection ซึง่กลา่ว

ไว้ว่า ในร่างกายของคนแต่ละคนจะมีเซลล์ลิมโฟซยัต์ประมาณ 109 - 1011 โคลน เซลล์ในแตล่ะ

โคลน จะสามารถตอบสนองต่อ epitope เดียว โดยแอนติเจนจะเป็นตวักระตุ้นเซลล์ลิมโฟซยัต์ท่ี

จําเพาะต่อแอนติเจนนัน้ๆ ส่งผลให้เซลล์ลิมโฟซยัต์ในโคลนนัน้เกิดการเพิ่มจํานวนและแปรรูปไป

เป็น effector cells และ memory cells ซึง่กระบวนการตา่งๆท่ีเกิดขึน้ สามารถแบง่ออกได้เป็น 3 

ขัน้ตอน คือ  

1. Recognition phase  

ขัน้ตอนนีป้ระกอบด้วยการจบักนัระหวา่งแอนติเจนกบั receptor ท่ีอยู่บนผิวเซลล์

ลิมโฟซยัต์ โดย surface immunoglobulin (sIg) ท่ีอยู่บนเซลล์ลิมโฟซยัต์ชนิดบี จะสามารถจบัได้

กบัแอนติเจนท่ีเป็นโปรตีน, polysaccharides, lipids หรือสารเคมีทัง้รูปอิสระและท่ีติดอยู่กบัเซลล์ 

สว่น receptor ท่ีอยูบ่นเซลล์ลมิโฟซยัต์ชนิดที (T lymphocyte) จะรับรู้และตอบสนองตอ่แอนติเจน

ท่ีเป็นเปปไทด์ท่ีถกูนําเสนอโดย antigen presenting cells (APC) เท่านัน้ 
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2. Activation phase  

ระยะนีจ้ะเกิดขบวนการต่างๆขึน้ภายในเซลล์ลิมโฟซยัต์หลงัการรับรู้แอนติเจน

ท่ีมากระตุ้น ขบวนการท่ีเกิดขึน้ได้แก่  

2.1 การเพิ่มจํานวน (Proliferation) ลิมโฟซยัต์โคลนท่ีมีความจําเพาะกับ

แอนติเจน จะมีการแบง่ตวัเพิ่มจํานวน เพ่ือให้ได้ลิมโฟซยัต์ท่ีมีความจําเพาะตอ่แอนติเจนมีจํานวน

มากขึน้ 

2.2 การแปรรูป (Differentiation) ลิมโฟซัยต์ท่ีเพิ่มจํานวนนัน้ จะมีการ

เปล่ียนแปลงตวัเองไปเป็น effector cells หรือ memory cells โดยหากเป็นเซลล์ลิมโฟซยัต์ชนิดบี 

จะแปรรูปไปเป็น plasma cell และทําหน้าท่ีหลัง่แอนติบอดีออกมาทําลายแอนติเจน และตายไป

ในท่ีสดุ นอกจากนีเ้ซลล์ลิมโฟซยัต์สว่นหนึ่งจะมีการแปรรูปไปเป็น memory B cells ท่ีมีอายยืุน

ยาว ในขณะท่ี T lymphocytes นัน้ เม่ือมีการรับรู้แอนติเจน ก็จะเกิดการเพิ่มจํานวนและแปรรูป

เช่นเดียวกนั โดยหากเป็น CD4+ T lymphocyte จะเกิดการเพิ่มจํานวนและแปรรูปเป็น activated 

TH lymphocyte ทําหน้าท่ีหลัง่ไซโตไคน์ตา่งๆ ท่ีช่วยให้เกิดการตอบสนองทางภมูิคุ้มกนั สว่น CD8+ 

T lymphocyte จะเปล่ียนแปลงตวัเองไปเป็น cytotoxic T lymphocyte ท่ีมีความสามารถในการ

ทําลายเซลล์อ่ืนท่ีมีแอนตเิจนอยูภ่ายใน หรือเซลล์มะเร็งได้ 

3. Effector phase 

ระยะนีจ้ะเป็นระยะท่ีลิมโฟซยัต์ท่ีได้รับการกระตุ้น มีการออกฤทธ์ิในการกําจัด

แอนติเจน โดยในกรณีของ humoral immunity จะมีแอนติเจนท่ีจะไปจบักบัแอนติเจนและเกิดการ

ทําให้หมดฤทธ์ิ (neutralization) หรือช่วเสริมให้เกิดการ phagocytosis ได้ดีขึน้ (opsonization) 

สว่นในด้านของ cell-mediated immunity จะมี activated TH cells และ cytotoxic T cells  ทํา

หน้าท่ีเป็น effector cells โดยการหลัง่ไซโตไคน์มาเสริมความสามารถในการจบักินจลุชีพของเซลล์

แมคโครฟาจ และไซโตไคน์ดงักลา่วยงัย้อนมากระตุ้น TH cell ให้มีการเพิ่มจํานวนและแปรรูป สว่น 

cytotoxic T cells จะมีส่วนช่วยในการทําลายเซลล์ท่ีมีจลุชีพอยู่ภายใน หรือเซลล์ผิดปกติของ

ร่างกายเอง เช่น เซลล์มะเร็ง 

2.4.2 โพลีโคลนอลแอนตบิอด ี 

  ดงัได้กลา่วมาแล้วว่า เม่ือมีแอนติเจนหรือสิ่งแปลกปลอมเข้าสูร่่างกาย แอนติเจน

จะไปกระตุ้นให้เกิดการตอบสนองต่อแอนติเจนท่ีได้รับ ระบบภมูิคุ้มกนัชนิด humoral mediated 
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immunity เป็นกลไกหนึ่งท่ีถกูกระตุ้น ทําให้ B lymphocyte มีการเปลี่ยนแปลงตวัเองไปเป็น 

plasma cell และสร้างแอนติบอดีท่ีสามารถทําปฏิกิริยาได้อย่างจําเพาะต่อแอนติเจนท่ีเป็น

ตวักระตุ้น อย่างไรก็ตาม หากพิจารณาแอนติเจนโมเลกุลหนึ่งๆ จะพบว่าประกอบด้วย epitope 

มากมาย แต่ละ epitope สามารถไปกระตุ้นให้เกิดการสร้างแอนติบอดีต่อตวัมนัเองได้ ดงันัน้ 

แอนติบอดีท่ีถูกสร้างขึน้ต่อแอนติเจนโมเลกุลหนึ่งๆ จึงเป็นผลรวมของแอนติบอดีต่อ Epitope 

ต่างๆ ท่ีอยู่บนแอนติเจนโมเลกลุนัน้ๆ โดยแอนติบอดีเหล่านีถ้กูสร้างมาจาก B lymphocyte ท่ี

ตา่งกนั จงึเรียกแอนตบิอดีเหลา่นีว้า่ โพลีโคลนอลแอนตบิอดี (polyclonal antibody) 

  จากการท่ีโพลีโคลนอลแอนติบอดี สามารถทําปฏิกิริยาได้กบัหลาย epitope บน

แอนติเจน ทําให้การจับกันระหว่างแอนติเจนและแอนติบอดี เกิดการสานต่อกันเป็นร่างแหท่ี

เรียกวา่ lattice formation ได้ดี โพลีโคลนอลแอนตบิอดีจงึมีความเหมาะสมมากในการทําปฏิกิริยา 

agglutination และ precipitation อย่างไรก็ตาม มีการนําโพลีโคลนอลแอนติบอดีไปใช้ในเทคนิค

อ่ืนๆ เช่น  enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), immunofluorescence  โดย

ข้อจํากดัในการนําโพลีโคลนอลแอนติบอดีไปใช้งาน คือ การเกิดปฏิกิริยาข้ามกบัแอนติเจนอ่ืนท่ีมี 

epitope ร่วมกนัได้ นอกจากนี ้โพลีโคลนอลแอนติบอดีท่ีเตรียมในแตล่ะครัง้ก็มีความแตกตา่งกนั 

ทัง้ด้านความไว ความแข็งแรงในการจบั และความจําเพาะ 

  โพลีโคลนอลแอนตบิอดีสามารถเตรียมขึน้ได้ โดยการนําแอนติเจนท่ีสนใจ ฉีดเข้า

ไปในสตัว์ทดลอง แอนติเจนจะไปกระตุ้น B lymphocyte ให้เปล่ียนตวัเองไปเป็น plasma cell 

และผลิตแอนติบอดีเข้าสูก่ระแสเลือด ซึง่ประกอบด้วยแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอ่ epitope ตา่งๆ บน

โมเลกลุของแอนติเจน จากนัน้จึงทําการเจาะเลือดและแยกเก็บซีรัม ซึง่มีโพลีโคลนอลแอนติบอดีท่ี

ต้องการอยู ่ปัจจยัท่ีควรคํานงึถึงในการผลติโพลีโคลนอลแอตบิอดีได้แก่  

แอนตเิจน  

ควรมีคณุสมบตัิของการเป็นสิ่งแปลกปลอม มีโมเลกุลขนาดใหญ่ ปริมาณและ

ทิศทางท่ีสตัว์ทดลองได้รับ ดงัท่ีได้กล่าวมาแล้วในหวัข้อแอนติเจน แอนติเจนสามารถแบ่งออกได้

เป็น 3 ชนิด คือ 

ก.) Soluble antigen 

เป็นแอนติเจนท่ีอยู่ในรูปสารละลาย เช่น ซีรัมโปรตีน อิมมโูนโกลบลูิน แอนติเจน

ชนิดนีม้กัจะกระตุ้นระบบภมูิคุ้มกนัได้ไมดี่ ในการฉีดกระตุ้นสตัว์ทดลอง จึงมกัใช้ร่วมกบั adjuvant 

เพ่ือกระตุ้นให้สตัว์ทดลองสร้างแอนตบิอดีได้ดียิ่งขึน้  
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ข.) Insoluble antigen 

เป็นแอนติเจนท่ีมีลกัษณะเป็นเม็ดขนาดเล็ก เช่น aggregated protein หรือ 

inclusion body แอนติเจนชนิดนีส้ามารถกระตุ้นให้เกิดการสร้างแอนติบอดีได้ดีกว่าแอนติเจนใน

รูปสารละลาย เน่ืองจากเม่ือแอนตเิจนชนิดนีเ้ข้าสูร่่างกาย จะถกูจบักินได้โดย antigen presenting 

cells เช่น macrophages, B lymphocyte หรือ dendritic cells ทําให้สามารถกระตุ้น T 

lymphocyte ได้ดี  

ค.) Particulate antigen 

เป็นแอนติเจนท่ีอยู่ในรูปสารเม็ด (particle) เช่น เซลล์เม็ดเลือดชนิดต่าๆ เชือ้โรค

ตา่งๆ   หรือ soluble antigen ท่ีถกูนํามาเคลือบบนสารเม็ด แอนติเจนชนิดนีส้ามารถกระตุ้นระบบ

ภมูิคุ้มกนัได้ดีมาก ไมจํ่าเป็นต้องใช้ adjuvant เป็นตวัช่วยเพิ่มประสทิธิภาพ 

สัตว์ทดลอง 

การเลือกสตัว์ทดลองควรคํานึงถึงชนิดของแอนติเจน คือ แอนติเจนท่ีฉีดต้องถือ

เป็นสิ่งแปลกปลอมต่อสัตว์ชนิดนัน้ๆ หากมีแอนติเจนท่ีต้องการฉีดในปริมาณน้อย ควรเลือก

สตัว์ทดลองท่ีมีขนาดเล็ก เพราะจะใช้ปริมาณแอนติเจนในการฉีดกระตุ้นน้อยกว่าสตัว์ท่ีมีขนาด

ใหญ่ ควรทําการฉีดกระตุ้นสตัว์ทดลองอย่างน้อย 2 ตวัขึน้ไป เน่ืองจากสตัว์ทดลองสว่นใหญ่เป็น

ชนิด outbreed แต่ละตวัจึงมีการตอบสนองต่อแอนติเจนท่ีแตกต่างกัน ยกเว้น หนูสายพนัธุ์ 

BALB/c ซึง่เป็นชนิด inbred สตัว์ทดลองท่ีใช้ควรมีสขุภาพแข็งแรง มีอายไุม่อ่อนหรือแก่เกินไป 

ทัง้นีข้ึน้อยู่กับชนิดของสตัว์ เช่น อายุท่ีเหมาะสมของกระต่ายคือ 2-6 เดือน สําหรับเพศของ

สตัว์ทดลอง มกัใช้สตัว์ทดลองเพศเมีย เน่ืองจากเพศเมียจะเช่ืองมากกว่าเพศผู้  ทําให้ง่ายต่อการ

ดําเนินการตา่งๆ ทัง้นีแ้ละทัง้นัน้ สตัว์ทดลองควรได้รับการเลีย้งดอูยา่งถกูสขุลกัษณะ มีอาหารและ

นํา้เพียงพอ อยู่ในโรงเรือนท่ีมีระบบระบายอากาศและระบบรักษาความสะอาดเป็นอย่างดี ไม่ให้

สตัว์มีสภาวะเครียด ซึง่จะสง่ผลตอ่การสร้างแอนตบิอดีของสตัว์ทดลอง 

ช่องทางที่สัตว์ทดลองได้รับแอนตเิจน  

การจะเลือกฉีดแอนติเจนเข้าไปในช่องทางใด ขึน้อยู่กบัปัจจยัชนิดของแอนติเจน 

ชนิดของ Adjuvant และปริมาณแอนติเจนท่ีใช้ เช่น การฉีดเข้ากล้ามเนือ้ (intramuscular 

injection) เหมาะสําหรับสัตว์ท่ีมีขนาดใหญ่รวมทัง้กระต่าย แอนติเจนท่ีเข้าไปจะสะสมอยู่ท่ี

กล้ามเนือ้และจะคอ่ยๆ ถกูปลอ่ยออกสูต่อ่มนํา้เหลือง ใช้ได้กบัแอนติเจนและ adjuvant ชนิดตา่งๆ 



28 

 

การฉีดเข้าชัน้ผิวหนงั (intradermal injection) วิธีนีเ้หมาะกบัสตัว์ขนาดใหญ่ แอนติเจนจะค่อยๆ

ถูกปล่อยเข้าสู่ต่อมนํา้เหลือง เช่นเดียวกับการฉีดเข้ากล้ามเนือ้ เหมาะกับกรณีท่ีแอนติเจนมี

ปริมาณน้อยและแอนติเจนท่ีมีความเข้มข้นสูงๆ วิธีนีใ้ช้ได้กับแอนติเจนทุกชนิด การฉีดเข้าใต้

ผิวหนงั (subcutaneous injection) สามารถใช้ได้กบัสตัว์หลายชนิด และใช้ได้กบัแอนติเจนทัง้

ชนิด particulate antigen และ soluble antigen โดยแอนติเจนท่ีฉีดเข้าใต้ผิวหนงัจะเข้าสู่ท่อ

นํา้เหลืองไปยังต่อมนํา้เหลืองบริเวณท่ีฉีดอย่างรวดเร็ว การฉีดเข้าช่องท้อง (intraperitoneal 

injection) เป็นวิธีท่ีสะดวกโดยเฉพาะกับสัตว์ท่ีมีขนาดเล็ก สามารถใช้ได้กับแอนติเจนชนิด 

particulate antigen และ soluble antigen และใช้ได้กบั adjuvant ทกุชนิด โดยแอนติเจนท่ีฉีดจะ

เข้าสูท่่อนํา้เหลือง thoracic เข้าสูเ่ส้นเลือด vena cava ไปยงัม้าม นอกจากนีย้งัมีการฉีดแอนติเจน

เข้าสู่ lymphoid organ โดยตรง เช่น ต่อมนํา้เหลือง ม้าม ซึง่เป็นวิธีท่ีสามารถกระตุ้นการสร้าง

แอนติบอดีได้ดีท่ีสดุเม่ือเทียบกบัวิธีอ่ืนๆ แต่เป็นวิธีท่ีทําได้ยาก ต้องมีการวางยาสลบสตัว์ทดลอง 

อาจต้องผา่ตดัเปิดอวยัวะ และไมส่ามารถใช้กบั adjuvant ได้  

2.4.3 โมโนโคลนอลแอนตบิอด ี(58) 

  โมโนโคลนอลแอนติบอดี คือ แอนติบอดีท่ีถกูสร้างมาจาก B lymphocyte เซลล์

เดียวกนั และมีความจําเพาะตอ่ antigenic determinant ตําแหน่งเดียวกนั ซึง่ไม่มีทางเกิดขึน้ได้

จริงในร่างกายสตัว์หรือมนษุย์ อย่างไรก็ตาม ในปี ค.ศ. 1975 Kohler และ Milstein (1) ได้พฒันา

วิธีการผลติโมโนโคลนอลแอนตบิอดี ท่ีสามารถกําหนดความจําเพาะของแอนติบอดีท่ีผลิตได้ เรียก

เทคนิคนีว้า่ hybridoma technique การคดิค้นเทคนิคนีไ้ด้นํามาซึง่ความรู้ งานวิจยั และเทคนิคใน

การตรวจวินิจฉยัตา่งๆ อีกมากมาย  

Hybridoma technique เป็นเทคนิคท่ีพฒันาขึน้โดย George Kohler และ Cesar 

Milstein ในปี ค.ศ. 1975 โดยการฉีดแอนติเจนเข้าไปในหนู เม่ือหนูมีการสร้างแอนติบอดีต่อ

แอนติเจนท่ีกระตุ้น จึงทําการฆ่าหนู เพ่ือนําเอาม้ามซึ่งมี B lymphocyte อยู่ มาหลอมรวมกบั

เซลล์มะเร็ง (myeloma cell) ได้เป็นเซลล์ลกูผสม เรียกวา่ hybridoma ท่ีสามารถสร้างแอนติบอดีท่ี

มีความจําเพาะตอ่แอนติเจนท่ีฉีดกระตุ้นตามคณุสมบตัิของ B lymphocyte และสามารถแบง่ตวั

ได้ไม่จํากดัตามคณุสมบตัิของเซลล์มะเร็ง ภายหลงัขัน้ตอนการหลอมรวมเซลล์ อาจมีเซลล์ม้ามท่ี

หลอมรวมกนัเอง เซลล์มะเร็งท่ีหลอมรวมกนัเอง หรือเซลล์ม้ามหรือเซลล์มะเร็งท่ีไม่หลอมรวมกบั

เซลล์ใดๆ ซึง่เป็นเซลล์ท่ีไม่ต้องการ จึงต้องทําการคดัเลือกให้มีเพียง hybridoma cell เท่านัน้ โดย

การนําเซลล์หลังการหลอมรวมมาเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์ Hypoxanthine-Aminopterin-
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Thymidine (HAT) medium ประมาณ 7-10 วนั หลงัจากนัน้ทําการคดัเลือก hybridoma cell ท่ี

สามารถผลติแอนตบิอดีท่ีจําเพาะตอ่แอนตเิจนท่ีต้องการ โดยนําอาหารเลีย้งเซลล์จากหลมุท่ีมีการ

เจริญเติบโตของ hybridoma cell มาตรวจหาความจําเพาะของแอนติบอดีด้วยวิธี ELISA เลือก 

hybridoma cell ท่ีสามารถผลิตแอนติบอดีต่อแอนติเจนท่ีต้องการ มาทําการแยกให้ได้เป็นเซลล์

เด่ียวด้วยวิธี limiting dilution สดุท้ายเม่ือได้ single hybridoma cell ท่ีสามารถผลิตแอนติบอดีตอ่

แอนติเจนท่ีต้องการ จึงนํา hybridoma cell ไปเลีย้งเพิ่มจํานวนในอาหารเลีย้งเซลล์ปริมาณมากๆ 

แล้วจึงนําอาหารเลีย้งเซลล์ซึ่งมีแอนติบอดีท่ีต้องการมาทําให้บริสุทธ์ิ หรืออีกวิธีหนึ่ง คือนํา 

hybridoma cell ไปฉีดเข้าช่องท้องของหนู เพ่ือให้เซลล์มีการแบ่งตวัเพิ่มจํานวนและสร้าง

แอนติบอดีภายในช่องท้องของหน ูแล้วจึงเก็บนํา้จากช่องท้องมาแยกเก็บแอนติบอดีก่อนนําไปใช้

งาน  

เซลล์ myeloma ท่ีใช้ใน hybridoma techniques เป็นเซลล์มะเร็งชนิด B 

lymphocyte ของหน ู มีคณุสมบตัิพิเศษ คือ เป็น myeloma cell ท่ีไม่สามารถสร้างอิมมโูนโกลบู

ลินโดยตวัมนัเอง (59) และเป็นเซลล์ท่ีขาดเอนไซม์ชนิดหนึ่งท่ีจําเป็นตอ่การสงัเคราะห์ดีเอ็นเอโดย 

Salvage pathway ในเซลล์ปกติทัว่ไป จะสามารถสร้างดีเอ็นเอได้ 2 ทาง คือ De novo pathway 

และ Salvage pathway โดยการสร้างดีเอ็นเอจากกระบวนการ Salvage pathway จําเป็นต้องมี

เอนไซม์ 2 ชนิด คือ thymidine kinase (TK) และ hypoxanthine guanine phosphoribosyl 

transferase (HGPRT) ซึง่เป็นเอนไซม์ท่ีไม่มีใน myeloma cell ดงันัน้ myeloma cell จึงสามารถ

สงัเคราะห์ดีเอ็นเอจาก De novo pathway ได้เพียงทางเดียว อย่างไรก็ตาม เม่ือนํา myeloma cell 

มาเลีย้งใน selective medium ท่ีมีช่ือว่า HAT medium (60) ซึง่มี aminopterin เป็นตวัขดัขวาง

การสร้างดีเอ็นเอใน De novo pathway ส่งผลให้ myeloma cell ไม่สามารถมีชีวิตอยู่รอดได้ 

ในขณะท่ี hybridoma cell ซึง่เกิดจากการหลอมรวมระหว่าง myeloma cell และ B lymphocyte 

จะสามารถมีชีวิตอยู่รอดได้ใน HAT medium โดยสงัเคราะห์ดีเอ็นเอจาก Salvage pathway 

เพราะเซลล์ไฮบริโดมาได้รับยีนท่ีกําหนดการสร้างเอนไซม์ HGPRT มาจาก B lymphocyte  
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รูปที่ 2.12 กระบวนการสงัเคราะห์ดีเอ็นเอ ผ่านทาง De novo pathway และ salvage pathway 

ในกรณีท่ี De novo pathway ถกูยบัยัง้โดย aminopterine เซลล์จะเปล่ียนไปสร้างดีเอ็นเอโดยกระ

บวนการ Salvage pathway ซึง่จําเป็นต้องมีเอนไซม์ hypoxanthine guanine phosphoribosyl 

transferase (HGPRT) และ thymidine kinase (TK) (61) 

เม่ือพิจารณาถึงคณุสมบตัิของโมโนโคลนอลแอนติบอดี พบว่ามีความจําเพาะสงู

กว่าโพลีโคลนอลแอนติบอดี เกิดปฏิกิริยาข้ามได้น้อยกว่า เน่ืองจากมีความจําเพาะต่อ epitope 

เพียงตําแหน่งเดียวบนโมเลกุลแอนติเจน สามารถผลิตได้ในปริมาณเยอะตามต้องการ โดย

คณุสมบตัิท่ีแตกตา่งกนัระหว่างโพลีโคลนอลแอนติบอดีและโมโนโคลนอลแอนติบอดีสามารถสรุป

ได้ดงัตารางท่ี 2.2 
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ตารางที่ 2.2 การเปรียบเทียบคุณสมบตัิระหว่างโพลีโคลนอลแอนติบอดีและโมโนโคลนอล

แอนตบิอดี 

คณุสมบตั ิ โพลีโคลนอลแอนตบิอดี โมโนโคลนอลแอนตบิอดี 

ความจําเพาะ (specificity) เกิดปฏิกิริยาข้ามกลุม่ได้ 

เน่ืองจากมีความจําเพาะกบั

หลาย epitope 

มีความจําเพาะสงู และคงท่ี 

ค ว า ม แ ข็ ง แ ร ง ใ น ก า ร จั บ 

(Affinity) 

ไม่คงท่ี และไม่เท่ากนัในแอนติ

บอดดีแตล่ะโมเลกลุ 

คง ท่ี  สามารถเ ลือกได้ตาม

ต้องการในระหว่างการทํา

cloning 

ความเข้มข้นของแอนติบอดีท่ี

ผลติได้ 

ประมาณ 1 mg/ml • ประมาณ 100 ug/ml ใน

เซลล์เพาะเลีย้ง 

• ประมาณ 20 mg/ml ใน 

ascitic fluid 

ปริมาณอิมมูโนโกลบูลิน ท่ี

ปนเปือ้น 

มีการปนเปือ้นค่อนข้างสงูอาจ

สงูถึง 100% 

ประมาณ 10%ใน ascitic fluid

และไมพ่บในเซลล์เพาะเลีย้ง  

ความบริสทุธ์ิของแอนตเิจน ใช้ Ag ท่ีบริสทุธ์ิพอสมควร ต้องใช้ Ag ท่ีบริสทุธ์ิมาก หรือ

ต้องทํา serum absorption 

ต้นทนุในการผลติ ต่ํา ใช้เงินทนุคอ่นข้างสงู  

หลงัจากการคิดค้น hybridoma technique ในปี 1975 ดงักลา่ว โมโนโคลนอล

แอนตบิอดีตอ่สารตา่งๆ ก็ได้ถกูพฒันาขึน้อย่างมากมาย ทัง้เพ่ือการศกึษาวิจยัและการประยกุต์ใช้

ในด้านต่างๆ เช่นในปี 2007 ได้มีการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่ออลับมูินจากซีรัมคน (62) 

โดยการกระตุ้นระบบภมูิคุ้มกนัของหนทูดลองสายพนัธุ์ BALB/c เพศเมีย อาย ุ6 สปัดาห์ จํานวน 5 

ตวั ด้วยการฉีดอลับมูินเข้าใต้ผิวหนงั (subcutaneous injection) ของหนทูดลอง ในการฉีดกระตุ้น

ครัง้แรก ใช้แอนติเจน 50 ไมโครกรัมท่ีผสมใน Freund’ s complete adjuvant (FCA) หลงัจากนัน้ 

ทําการกระตุ้นซํา้โดยการใช้อลับมูิน 30 ไมโครกรัม ผสมใน Freund’ s incomplete adjuvant 

(FIA) ทกุๆ 15 วนัเป็นเวลา 5 เดือน ในแตล่ะเดือนจะทําการเก็บซีรัมของหนทูดลองมาตรวจสอบ

ระดบัแอนติบอดีด้วยวิธี indirect ELISA หนตูวัท่ีมีระดบัแอนติบอดีตอ่ HSA สงู จะถกูเลือกและ

นําเอาม้ามมาหลอมรวมกบัเซลล์มะเร็งสายพนัธุ์ SP2/0 โดยมี 50% PEG เป็นสารส่ือกลาง 
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สดุท้ายเม่ือได้โมโนโคลนอลแอนติบอดีแล้ว ทําการศึกษาความไว, ความจําเพาะ, class, และ 

subclass ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีแตล่ะโคลน พบว่าโคลนท่ีสามารถทําปฏิกิริยากบั HSA ได้

ดีท่ีสดุจากการทดสอบด้วยวิธี ELISA คือ EMRC1และ EMRC3 ทัง้สองโคลนมีไอโซไทป์ชนิด IgG1 

และมี light chain ชนิด kappa (k) คา่ affinity constant ของแตล่ะโคลนมีคา่เท่ากบั 4.1 x 1010 

M-1 และ 3.2 x 108 M-1 ตามลําดบั จากการทดสอบความสามารถในการจบัได้กบัสาร HSA, BSA, 

human immunoglobulin, และ hemoglobin พบว่า แอนติบอดีโคลน EMRC1 และ EMRC3 มี

ความจําเพาะต่อ HSA และไม่ทําปฏิกิริยากบัสารอ่ืนท่ีนํามาทดสอบ เม่ือนําแอนติบอดีทัง้สอง

โคลนมาทําให้บริสทุธ์ิด้วยวิธี affinity chromatography และทําการทดสอบด้วยวิธี competitive 

ELISA เพ่ือหาช่วงความเป็นเส้นตรงของอลับมูินท่ีแอนติบอดีสามารถตรวจวดัได้ พบว่าช่วงความ

เป็นเส้นตรงท่ีแอนตบิอดีโคลน EMRC1และ EMRC3 สามารถตรวจวดัได้ มีคา่เท่ากบั 10-100 พิโค

กรัมตอ่หลมุ (0.4-400 นาโนกรัมตอ่มิลลลิติร) 

2.4.3.1 การผลิตโมโนโคลนอลแอนตบิอดโีดยเทคนิค Phage display 

ในปัจจุบนั นอกจาก hybridoma technique แล้ว การผลิตโมโนโคลนอล

แอนติบอดียงัสามารถทําได้โดยอาศยัเทคนิค phage display technology ซึง่พฒันาขึน้โดย 

G.Smith ในปี 1985 (63) เทคนิค phage display เก่ียวข้องกบัการแสดงออกของโปรตีนท่ีสนใจ 

รวมทัง้แอนติบอดีหรือ peptide บนผิวของ filamentous phage (64) (รูปท่ี 2.13 A) ซึง่เป็นไวรัสท่ี

ไม่ทําให้เซลล์ E. coli ท่ีติดเชือ้เกิด lytic infection แตจ่ะไปกระตุ้นให้เซลล์ท่ีติดเชือ้เกิดการผลิต

และหลัง่ phage particles โดยไมเ่กิด lysis  
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รูปที่ 2.13 A. ลกัษณะของ filamentous phage ซึง่ประกอบด้วย circular ssDNA ท่ีถกูหุ้มด้วย 

coat protein; phage coat protein (65) B. แสดงลกัษณะการแสดงออกของโปรตีนหรือเปปไทด์

บนผิวของฟาจ (66)  

การสร้างโปรตีนจากเทคนิค phage display ทําได้โดยการนําสว่นของ DNA ของ

โปรตีนท่ีสนใจใสเ่ข้าไปใน genome ของ filamentous bacteriophage ในตําแหน่งยีนของ phage 

coat protein ซึง่สว่นใหญ่จะเก่ียวข้องกบั phage coat protein 2 ชนิด คือ gene 8 protein (g8p, 

pVIII) ซึง่มี และ gene III (g3p, pIII)-encoded adsorption protein (67) (รูปท่ี 2.13 A, B) โดย 

phage ท่ีมีชีวิตจะมีการแสดงออกของ g8p และ g3p ประมาณ 2700 copies และ 3-5 copies 

ตามลําดบั  จากนัน้นํา bacteriophage ใส่เข้าไปในเชือ้แบคทีเรีย Escherichia coli (E. coli) 

เซลล์แบคทีเรียจะทําหน้าท่ีเป็นเซลล์เจ้าบ้านให้ phage ท่ีเข้าไปแบง่ตวัเพิ่มจํานวน ทําการ infect 

bacteria host cell อีกครัง้ด้วย helper phage (M13VCS or KO7)  ซึง่ helper cell จะช่วยให้

ไวรัสท่ีเพิ่มจํานวนอยู่ภายในเซลล์แบคทีเรียถกูปล่อยออกมานอกเซลล์ได้ โดยมีส่วนของโปรตีนท่ี

สนใจติดอยู่บริเวณ phage coat protein ดงัรูปท่ี 2.13 B ทําการคดัเลือก phage ท่ีมีการ

แสดงออกของโปรตีนท่ีสนใจด้วยวิธี Bio-panninng โดยการนํา phage library มา incubate กบั 

A B 
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immobilized antigen ท่ีสนใจ จากนัน้ทําการล้าง unbound phages ออกไป และทําการชะ 

phage ท่ีสามารถจบัได้กบัแอนติเจนท่ีสนใจออก โดยการเปล่ียน binding conditions นํา phage 

ท่ีมีการแสดงออกของโปรตีนท่ีจําเพาะมาเพิ่มจํานวนใน E.coli โดยปกติกระบวนการในการ

คดัเลือกจะทําเพียง 1 รอบก็เพียงพอ แตอ่าจมี nonspecific อยู่บ้าง ในทางปฏิบตัิจึงอาจทําการ

คดัเลือกหลายๆ รอบ เพ่ือให้ได้ antigen-specific clones ดงัรูปท่ี 2.14 

 

รูปที่ 2.14 ขัน้ตอนการคดัเลือก phage ท่ีแสดงออกของโปรตีนท่ีสนใจ (66) 

2.4.3.2 การนําโมโนโคลนอลแอนตบิอดไีปประยุกต์ใช้ 

  โมโนโคลนอลแอนตบิอดกัีบการตรวจวินิจฉัยทางการแพทย์ 

  มีการนําโมโนโคลนอลแอนติบอดีมาใช้ในการพฒันาชดุตรวจสอบสารต่างๆ เพ่ือ

การวินิจฉยัโรคทางการแพทย์มากมาย ตวัอยา่งเช่น การนําโมโนโคลนอลแอนติบอดีมาพฒันาเป็น

ชดุตรวจหาระดบั cortisol ใน urine และ serum ใช้ตรวจสอบการทํางานของตอ่ม pituitary และ 

adrenal gland เพ่ือการวินิจฉยัโรค adrenocortical diseases และ Cushing’s syndrome (68), 
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การผลิตชุดตรวจวดัระดบัไมโครอลับูมินในปัสสาวะ เพ่ือการวินิจฉัยโรคไตในระยะเร่ิมแรก (9), 

การใช้โมโนโคลนอลแอนตบิอดีในการตรวจวินิจฉยัโรคตดิเชือ้จลุชีพตา่งๆ  

  โมโนโคลนอลแอนตบิอดกัีบการรักษาโรค 

  มีการสร้างโมโนโคลนอลแอนติบอดีเพ่ือนํามาใช้ในเชิงการรักษาโรคมากขึน้ 

โดยเฉพาะโรคมะเร็ง เช่น การใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดีในการรักษาผู้ ป่วยโรค T-Cell 

Lymphomaa (69), การใช้ Rituximab ซึ่งเป็นโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจําเพาะต่อ CD20 

(โปรตีนท่ีพบบนผิวเซลล์ของ B lymphocyte ปกติและ 95% ของ B-cell lymphomas) มาใช้รักษา

ผู้ ป่วยโรค non-Hodgkin lymphoma (70, 71) เป็น anticancer monoclonal antibody ตวัแรกท่ี

ได้รับใบอนญุาตจากองค์การอาหารและยาของสหรัฐอเมริกาเม่ือปี ค.ศ. 1997 โดย Rituximab มี

บทบาททัง้แบบ complement dependent, antibody-depentdent cell-mediated cytotoxicity 

และยงัสามารถกระตุ้นให้เซลล์เกิด apoptosis ได้โดยตรง นอกจากนี ้ยงัมีโมโนโคลนอลแอนตบิอดี

อ่ืนๆท่ีได้รับอนญุาตจากองค์การอาหารและยา ประเทศสหรัฐอเมริกา ให้สามารถนํามาใช้ในการ

รักษาโรคมะเร็งได้ ดงัแสดงในตารางท่ี 2.3  
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ตารางที่ 2.3 โมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีใช้ในการรักษาโรคท่ีได้รับการอนญุาตโดยองค์การอาหาร

และยา (72, 73) 

ช่ือแอนตบิอด ี แอนตเิจนที่จาํเพาะ โรคที่มีความจาํเพาะ 

Orthoclone OKT3 CD3 Renal transplant rejection 

Xolair IgE Asthma 

Avastin Vascular endothelial 

growth factor 

Colorectal cancer 

Erbitux Epidermal growth 

factor receptor 

Colorectal cancer 

ReoPro GpIIb/gpIIa Cardiovascular disease 

Rituxan CD20 Non-Hodgkin lymphoma 

Bexxar CD20 Non-Hodgkin lymphoma 

Zenapax CD25 Transplant rejection 

Remicade TNF-alpha Rheumatoid arthritis, Crohn disease 

Humira TNF-alpha Rheumatoid arthritis,  

Simulect CD25 Transplant rejection 

Synagis RSV Respiratory syncytial virus 

Herceptin Her-2 Metastatic breast cancer 

Mylotarg CD33 Acute myeloid leukemia 

CroFab Snake venom Rattlesnake antidote 
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  โมโนโคลนอลแอนตบิอดกัีบการศกึษาหน้าที่และบทบาทของแอนตเิจน
บนผิวเซลล์  

  มีการผลติโมโนโคลนอลแอนตบิอดีตอ่โปรตีนตา่งๆ ท่ีอยูบ่นผิวเซลล์ เพ่ือนํามาใช้

ในการตรวจนบัจํานวนหรือแยกชนิดของเซลล์ตา่งๆ เชน่ การศกึษาแอนตเิจนบนผิวเซลล์เม็ดเลือด

แดง (74), การศกึษา CD133 บน prostate basal cell (75), การใช้แอนตเิจนบนผิวเซลล์ในการ

แยกชนิดของ Natural killer cells และ antibody-dependent killer cells (76),  การใช้โมโน

โคลนอลแอนตบิอดีในการจําแนก helper T cells ออกจาก cytotoxic T cells (77),  การใช้โมโน

โคลนอลแอนตบิอดีในศกึษาการแสดงออกของ receptor ตอ่ Fc fragment ของ IgE บนผิวเซลล์

ลมิโฟซยัต์ (78)   
   

 

 

 



บทที่ 3 

อุปกรณ์และวธีิดาํเนินการวจิัย 

3.1 สัตว์ทดลองและเซลล์ที่ใช้ในงานวจิัย 

ตารางที่ 3.1 สตัว์ทดลองและเซลล์ท่ีใช้ในงานวิจยั 

สตัว์ทดลองและเซลล์ แหลง่ท่ีมา 

1. หนเูมาส์ สายพนัธุ์ BALB/c (inbred 

strain) เพศเมีย อาย ุ6 สปัดาห์ 

สํานกัสตัว์ทดลองแห่งชาต ิมหาวิทยาลยัมหิดล 

2. เซลล์ไมอีโลมา สายพนัธุ์ SP2/0-Ag14 American Type culture collection ATCC No 

CRL 8287 

3.2 เคร่ืองมือและอุปกรณ์ที่ใช้ในงานวิจัย 

ตารางที่ 3.2 เคร่ืองมือและอปุกรณ์ท่ีใช้ในงานวิจยั 

ลําดบั เคร่ืองมือและอปุกรณ์ แหลง่ท่ีมา 

1 เคร่ืองป่ันเหว่ียง บริษัท Hettich Zentrifugen (Germany) 

2 เคร่ืองผสมด้วยแรงหมนุ (vortex) บริษัท Scientific Industries, Inc. (USA) 

3 เคร่ืองวดัการดดูกลืนแสง บริษัท BIO-TEK Instrument, Inc. (USA) 

4 เคร่ืองวดัความเป็นกรด-ดา่ง บริษัท Metter Toledo (USA) 

5 เคร่ือง Microplate reader บริษัท Titertek multiskan (Finland) 

6 เคร่ือง Microplate reader บริษัท SynergyMx (USA) 

7 ตู้ดดูควนั บริษัท ธีระเทรดดิง้ (Thailand) 

8 ตู้บม่ท่ีมีก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 
บริษัท Thermo Electron Corporation 

(USA) 

9 ตู้ปลอดเชือ้ 
บริษัท International Scientiific Supply 

Co.,Ltd. (Thailand) 



39 

 

ลําดบั เคร่ืองมือและอปุกรณ์ แหลง่ท่ีมา 

10 ตู้แช่แข็ง -70 องศาเซลเซยีส บริษัท ธเนศพฒันา (Thailand) 

11 ตู้อบฆา่เชือ้ (autoclave) บริษัท Udono-RII memmert (Japan) 

12 อา่งนํา้ควบคมุอณุหภมู ิ(water bath) บริษัท Memmert (Germany) 

13 กล้องจลุทรรศน์ชนิดหวักลบั บริษัท Nikon (Japan) 

14 เคร่ืองป๊ัมอากาศ บริษัท Iwaki (Japan) 

15 ชดุอิเลก็โตรโฟรเรซสิ บริษัท Bio-Rad (USA) 

16 Serological pipette บริษัท HBG (Germany) 

17 Pipette aids บริษัท Gilson (France) 

18 เข็มฉีดยาขนาด 18G และ 21G บริษัท นิโปร (Thailand) 

19 กระบอกฉีดยาขนาด 1 และ 5 มิลลลิติร บริษัท นิโปร (Thailand) 

20 ขวดแก้วขนาดตา่งๆ บริษัท Boro (Germany) 

21 
ขวดเลีย้งเซลล์ขนาด 10 และ 100 

มิลลลิติร 
บริษัท Nunc (Denmark) 

22 ขวดเลีย้งเซลล์แบบป่ันกวน บริษัท Nunc (Denmark) 

23 96-well ELISA plate บริษัท Nunc (Denmark) 

24 96-well, 48-well cell culture plate บริษัท Corning Incorporated (USA) 

25 จานเลีย้งเซลล์ บริษัท Corning Incorporated (USA) 

26 หลอดทดลอง ขนาด 1.5 มิลลลิติร บริษัท Axygen (USA) 

27 
หลอดป่ันเหว่ียง ขนาด 15 และ 50 

มิลลลิติร 
บริษัท CLP (USA) 

28 หลอดสําหรับเก็บเซลล์แช่แข็ง (cryotube) บริษัท Nunc (Denmark) 
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3.3 สารเคมีที่ใช้ในงานวจิัย 

ตารางที่ 3.3 สารเคมีท่ีใช้ในงานวิจยั 

ลําดบั สารเคมี การใช้งาน แหลง่ท่ีมา 

1 Acetic acid ใช้ในเทคนิค SDS-PAGE บริษัท Sigma-Aldrich (USA) 

2 Acrylamide gel ใช้ในเทคนิค SDS-PAGE บริษัท Bio-Rad (USA) 

3 Aminopterine 
เตรียมอาหารคดัเลือก

เซลล์ 
บริษัท Sigma-Aldrich (USA) 

4 Ammoniumpersulfate  
เตรียมเจลในเทคนิค 

SDS-PAGE 
บริษัท Bio-Rad (USA) 

5 BCA™ protein assay kit 
ใช้ในการหาปริมาณ

โปรตีน 
บริษัท Pierce (USA) 

6 
Bovine serum albumin 

(BSA) 

ใช้เป็นโปรตีนมาตรฐาน

และทดสอบปฏิกิริยาข้าม 
บริษัท Sigma-Aldrich (USA) 

7 Calibrator 

สร้างกราฟมาตรฐาน

สําหรับการตรวจหา 

ไมโครอลับมูิน 

บริษัท Randox (USA) 

8 Citric acid 
เตรียมสารละลาย

บฟัเฟอร์ 
บริษัท Merck (Germany) 

9 Coomassie brilliant blue G ย้อมเจล SDS-PAGE         บริษัท Pierce (USA) 

10 D-glucose เตรียมอาหารเลีย้งเซลล์ บริษัท Sigma-Aldrich (USA) 

11 Diethyl ether วางยาสลบหนทูดลอง บริษัท Sigma-Aldrich (USA) 

12 Dimethly sulfoxide (DMSO) 
เตรียมอาหารเก็บเซลล์ 

แช่แข็ง 
บริษัท Fluke (Switzerland) 

13 

di-Sodium 

hydrogenphosphate 

(Na2HPO4) 

เตรียมสารละลาย

บฟัเฟอร์ 
บริษัท Merck (Germany) 
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ลําดบั สารเคมี การใช้งาน แหลง่ท่ีมา 

14 Fetal calf serum เตรียมอาหารเลีย้งเซลล์ บริษัท Invitromax (USA) 

15 
Freund’s complete 

adjuvant 
เตรียมแอนตเิจน บริษัท Sigma-Aldrich (USA) 

16 
Freund’s incomplete 

adjuvant 
เตรียมแอนตเิจน บริษัท Sigma-Aldrich (USA) 

17 Glycine เตรียม Running buffer บริษัท Sigma-Aldrich (USA) 

18 Hemoglobin (Hb) 
ใช้ในการทดสอบปฏิกิริยา

ข้าม 
บริษัท Sigma-Aldrich (USA) 

19 
Human serum albumin 

(HSA) 

เตรียมแอนตเิจนและ

คดัเลือกแอนตบิอดี 
บริษัท Sigma-Aldrich (USA) 

20 Hydrochloric acid (HCl) เตรียม Tris buffer บริษัท Sigma-Aldrich (USA) 

21 Hydrogen peroxide (H2O2) เตรียมสบัสเตรท บริษัท Fluka (Switzerland) 

22 Hypoxanthine 
เตรียมอาหารคดัเลือก

เซลล์ 
บริษัท Sigma-Aldrich (USA) 

23 Immunoglobulin (Ig) ทดสอบปฏิกิริยาข้าม บริษัท Sigma-Aldrich (USA) 

24 Isotyping kit 
ทดสอบไอโซไทป์ของโมโน

โคลนอลแอนตบิอดี 
บริษัท Sigma-Aldrich (USA) 

25 L-glutamine เตรียมอาหารเลีย้งเซลล์ บริษัท Sigma-Aldrich (USA) 

26 Methanol เตรียมสีย้อมเจล บริษัท BDH (England) 

27 
O-phenylenediamine 

(OPD) 
เตรียมสบัสเตรท 

บริษัท Abkem Iberia 

L.S.(Spain) 

28 

Peroxidase-Rabbit Anti-

Mouse IgG (Gamma chain 

Specific) 

ใช้ในเทคนิค ELISA บริษัท Zymed (USA) 

29 Polyethylene glycol (PEG) ใช้ในการหลอมรวมเซลล์ บริษัท Sigma-Aldrich (USA) 
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ลําดบั สารเคมี การใช้งาน แหลง่ท่ีมา 

30 Pyruvic acid เตรียมอาหารเลีย้งเซลล์ บริษัท Sigma-Aldrich (USA) 

31 RPMI 1640 medium เตรียมอาหารเลีย้งเซลล์ 
บริษัท Biochrom AG 

(Germany) 

32 Skim milk ใช้ในเทคนิค ELISA บริษัท Anline (Thailand) 

33 
Sodium bicarbonate 

(NaHCO3) 

เตรียมสารละลาย

บฟัเฟอร์ 
บริษัท Sigma-Aldrich (USA) 

34 
Sodium carbonate 

(Na2CO3) 
เตรียมอาหารเลีย้งเซลล์ บริษัท Merck (Germany) 

35 Sodium chloride (NaCl) 
เตรียมสารละลาย

บฟัเฟอร์ 
บริษัท Merck (Germany) 

36 
Sodium dihydrogen 

phosphate (NaH2PO4) 

เตรียมสารละลาย

บฟัเฟอร์ 
บริษัท Carlo Erba (USA) 

37 
Sodium dodecyl sulphate 

(SDS) 

เตรียมเจลในเทคนิค 

SDS-PAGE 
บริษัท Sigma-Aldrich (USA) 

38 Sodium pyruvate เตรียมอาหารเลีย้งเซลล์ บริษัท Sigma-Aldrich (USA) 

39 Sulfuric acid 
ใช้หยดุปฏิกิริยาของ

เอนไซม์ 
บริษัท Merck (Germany) 

40 
N,N,N,N-Tetramethyl-

Ethylenediamine (TEMED) 

เตรียมเจลในเทคนิค 

SDS-PAGE 
บริษัท Pierce (USA) 

41 Thymidine เตรียมอาหารเลีย้งเซลล์  บริษัท Sigma-Aldrich (USA) 

42 

Tris (hydroxymethyl) 

aminomethane(Trizma 

base) 

เตรียมสารละลาย

บฟัเฟอร์ 
บริษัท Sigma-Aldrich (USA) 

43  Tween 20 
เตรียมสารละลาย

บฟัเฟอร์ 
บริษัท Sigma-Aldrich (USA) 
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3.4 วิธีการดาํเนินงานวจิยั  

3.4.1 การกระตุ้นระบบภมูิคุ้มกนัของหนทูดลองให้สร้างแอนตบิอดีตอ่ Human serum 

albumin (HSA) 

3.4.1.1 การฉีดกระตุ้นระบบภมูิคุ้มกนัของหนทูดลองด้วย HSA 

กระตุ้นระบบภมูิคุ้มกนัของหนทูดลองสายพนัธุ์ BALB/c เพศเมีย อาย ุ6 สปัดาห์ 

ด้วย HSA โดยครัง้แรกจะทําการฉีดกระตุ้นด้วย HSA 50 ไมโครกรัม ท่ีเตรียมใน Freund’s 

complete adjuvant (FCA) ในอัตราส่วน 1:1(v/v) ด้วยการฉีดเข้าภายในช่องท้อง 

(intraperitoneal injection) ของหนทูดลอง จากนัน้ฉีดกระตุ้นซํา้ (booster injection) อีก 3 ครัง้ 

แตล่ะครัง้ห่างกนั 2 อาทิตย์ โดย immunogen ท่ีใช้จะเตรียมใน Freund’s incomplete adjuvant 

(FIA) ในอตัราสว่น 1:1(v/v) เช่นกนั หลงัจากฉีดกระตุ้นซํา้ครัง้สดุท้าย 1 อาทิตย์ ทําการเก็บเลือด

หนจูากปลายหาง (tail bleeding) มาป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 10,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 5 นาที 

แยกเก็บซีรัมนํามาทดสอบหาระดบัแอนติบอดี (antibody titer) ตอ่ HSA ด้วยวิธี indirect ELISA 

และทดสอบว่าแอนติบอดีดังกล่าวสามารถจับกับ HSA รูปอิสระได้หรือไม่ด้วยวิธี indirect 

competitive ELISA จากนัน้เลือกหนทูดลองตวัท่ีให้ระดบัแอนติบอดีสงูและสามารถจบักบั HSA 

รูปอิสระได้  สําหรับนําไปใช้ในการหลอมรวมเซลล์ต่อไปโดยฉีดกระตุ้นหนูทดลองด้วย HSA 

ปริมาณ 50 ไมโครกรัม ท่ีไมผ่สมกบั Freund’s adjuvant ก่อนวนัท่ีจะแยกเอาม้ามออกมา 3-4 วนั 

3.4.1.2 การหาระดบัแอนตบิอดีในซีรัมของหนทูดลองด้วยวิธี indirect ELISA 

ทําการเคลือบหลมุ ELISA plate ด้วย 1 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร HSA หลมุละ 

100 ไมโครลิตร บ่มปฏิกิริยาท่ีอณุภมูิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12-16 ชัว่โมง ล้างแอนติเจน

สว่นเกินออกด้วย washing buffer (0.05% Tween 20 in PBS) 3-5 ครัง้ เติม blocking solution 

(5% w/v skim milk ใน PBS) หลมุละ 300 ไมโครลิตร บม่ปฏิกิริยาท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ล้างด้วย washing buffer 3-5 ครัง้ จากนัน้เติมซีรัมหนท่ีูถกูเจือจางด้วย PBS 

ในอตัราสว่นตัง้แต ่1:100 -1:2,048,000 เท่า หลมุละ 100 ไมโครลิตร บม่ปฏิกิริยาท่ีอณุหภมูิ 37 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง ล้างออกด้วย washing buffer   3-5 ครัง้ เติม secondary 

antibody ท่ีมีความจําเพาะตอ่ mouse IgG  ท่ีเช่ือมตอ่กบัฮอสแรดดิชเปอร์ออกซิเดส (goat anti-

mouse IgG-HRP, GAM-HRP) ท่ีถกูเจือจางด้วย PBS ในอตัราการเจือจาง 1:10,000 หลมุละ 

100 ไมโครลิตร บ่มปฏิกิริยาท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ล้างแอนติบอดี
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สว่นเกินออกด้วย washing buffer 3-5 ครัง้ เติมสารตัง้ต้นของ HRP ซึง่ประกอบด้วย OPD (O-

phenylenediamine) และ H2O2 ท่ีละลายใน 0.15 โมลาร์ ฟอสเฟตซิเตรทบฟัเฟอร์ pH 5.0 

(ภาคผนวก ข) หลมุละ 150 ไมโครลติร บม่ปฏิกิริยาในท่ีมืดท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 10 นาที  หยดุ

ปฏิกิริยาด้วย 1 M H2SO4 หลมุละ 100 ไมโครลิตร จากนัน้นําไปวดัคา่การดดูกลืนแสง (optical 

density, OD) ท่ีความยาวคล่ืน 492  นาโนเมตร ด้วยเคร่ือง microplate reader 
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รูปที่ 3.1 ขัน้ตอนการหาระดบัแอนตบิอดีในซีรัมหนทูดลองด้วยวิธี indirect ELISA 

เคลือบก้นหลมุด้วย  

1 μg/ml HSA  

บม่ปฏิกิริยาท่ี 4°C เป็น

เวลา 12-16 ชัว่โมง 

ล้างด้วย washing 

buffer 3-5 ครัง้ 

ล้างด้วย washing 

buffer 3-5 ครัง้ 

ล้างด้วย washing 

buffer 3-5 ครัง้ 

ล้างด้วย washing 

buffer 3-5 ครัง้ 

เตมิ blocking solution  

บ่มปฏิ กิ ริยา ท่ี  37°C 

เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 

เติมซีรัมหนูท่ีต้องการ

ทดสอบ บ่มปฏิกิริยาท่ี 

37°C เป็นเวลา 2 

ชัว่โมง 

เติมแอนติบอดีทุติยภูมิ

ท่ีตดิฉลากด้วยเอนไซม์ 

บ่มปฏิ กิ ริยา ท่ี  37°C 

เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 

เ ติ ม ส า ร ตั ้ง ต้ น ข อ ง

เอนไซม์ บ่มปฏิกิริยาท่ี

อุณหภูมิ ห้องในท่ี มืด 

เป็นเวลา 10 นาที 
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3.4.1.3 การทดสอบความจําเพาะของแอนติบอดีในซีรัมตอ่ HSA ในรูปอิสระด้วย

วิธี indirect competitive ELISA 

นําซีรัมท่ีได้มาทําการทดสอบด้วยวิธี indirect competitive ELISA เพ่ือดวู่า หนู

ทดลองมีการสร้างแอนติบอดีท่ีสามารถจบักบั HSA ในรูปอิสระได้หรือไม่ ซึ่งในการทํา indirect 

competitive ELISA จะคล้ายกบัการทํา indirect ELISA แตจ่ะมีการเติม HSA ในรูปอิสระลงไปใน

ปฏิกิริยาด้วย ซึง่จะทําให้เกิดการแข่งขนัระหว่าง HSA ท่ีเคลือบอยู่ท่ีก้นหลมุและ HSA ท่ีอยู่ในรูป

อิสระ หากในซีรัมของหนมีูแอนติบอดีท่ีสามารถจบัได้กบั HSA ท่ีอยู่ในรูปอิสระ จะทําให้มีปริมาณ

แอนติบอดีท่ีเหลืออยู่ในซีรัมไปจบักบั HSA ท่ีเคลือบอยู่ท่ีก้นหลมุลดน้อยลง จึงทําให้ค่าการ

ดดูกลืนแสงในการทํา indirect competitive ELISA มีคา่ลดลง ซึง่การทดสอบสามารถทําได้โดย

การเติม HSA ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงไปในถาดหลมุ

พลาสติกท่ีถกูเคลือบด้วย HSA ความเข้มข้น 1 ไมโครลิตรต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 

และผ่านการ block ด้วย 5% w/v skim milk แล้ว ล้างด้วย washing buffer แล้ว จากนัน้เติมซีรัม

หนท่ีูถกูเจือจางด้วย PBS หลมุละ 50 ไมโครลิตร บม่ปฏิกิริยาท่ี 37 องศาเซลเซียส นาน 2 ชัว่โมง 

ล้างออกด้วย washing buffer   3-5 ครัง้ เตมิ secondary antibody ท่ีมีความจําเพาะตอ่ IgG ของ

หน ูท่ีติดฉลากด้วยเอนไซม์เปอร์ออกซิเดส (goat anti-mouse IgG-HRP, GAM-HRP) ในอตัรา

การเจือจาง 1:10,000 หลมุละ 100 ไมโครลติร บม่ปฏิกิริยาท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

1 ชัว่โมง ล้างแอนติบอดีสว่นเกินออกด้วย washing buffer 3-5 ครัง้ เติมสารตัง้ต้นของเอนไซม์ 

หลมุละ 150 ไมโครลิตร เช่นเดียวกบัข้อ 3.4.1.2 บม่ปฏิกิริยาในท่ีมืดท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 10 

นาที  หยดุปฏิกิริยาด้วย 1 โมลาร์ H2SO4 หลมุละ 100 ไมโครลิตร และนําไปวดัคา่การดดูกลืนแสง

ท่ีความยาวคล่ืน 492  นาโนเมตร  
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รูปที่ 3.2 ขัน้ตอนการทดสอบความจําเพาะของแอนตบิอดีด้วยวิธี indirect competitive ELISA 

 

 

 

 

 

 

ล้างด้วย 

washing buffer 

3-5 ครัง้ 

ล้างด้วย 

washing buffer 

3-5 ครัง้ 

ล้างด้วย 

washing buffer 

3-5 ครัง้ 

ล้างด้วย 

washing buffer 

3-5 ครัง้ 

เคลือบก้นหลมุด้วย 1 μg/ml 

HSA บ่มปฏิกิริยาท่ี 4°C 

เป็นเวลา12-16 ชม. 

เติม blocking solution  

บ่ ม ป ฏิ กิ ริ ย า ท่ี  37°C 

เป็นเวลา 1 ชม. 

เ ติ มอัลบู มิ นอิ ส ระ ท่ี

ทราบความเข้มข้น 

เ ติมซี รัมหนู ท่ี ต้องการ

ทดสอบ บ่มปฏิกิริยาท่ี 

37°C เป็นเวลา 2 ชม. 

เ ติ ม ส า ร ตั ้ง ต้ น ข อ ง

เอนไซม์ บ่มปฏิกิริยาท่ี

อุณหภู มิ ห้องใน ท่ี มืด 

เป็นเวลา 10 นาที 

เติมแอนติบอดีทุติยภูมิท่ี

ติดฉลากด้วยเอนไซม์ 

บม่ปฏิกิริยาท่ี 37°C เป็น

เวลา 1 ชม. 
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3.4.2 การเตรียมและคดัเลือกเซลล์ไฮบริโดมาท่ีผลติโมโนโคลนอลแอนตบิอดีตอ่ HSA 

3.4.2.1 การเตรียมเซลล์ไมอีโลมา 

นําเซลล์ไมอีโลมาสายพนัธุ์ SP2/0 มาเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์ RPMI 1640 ท่ีมี 

fetal calf serum (FCS) ความเข้มข้น 10%(v/v) ผสมอยู ่ทําการเลีย้งจนเซลล์มีการเจริญเติบโตอยู่

ในระยะเอกซ์โพเนนเชียล และในวนัท่ีทําการหลอมรวมเซลล์ จํานวนเซลล์ท่ีมีชีวิตควรมีจํานวน

มากกว่า 107 เซลล์ตอ่มิลลิลิตร จากนัน้นําเซลล์ไมอีโลมามาป่ันเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 1,500 รอบ

ตอ่นาที เป็นเวลา 5 นาที เทสว่นท่ีเป็นสว่นใสทิง้ไป เติมอาหารเลีย้งเซลล์ RPMI 1640 ท่ีมีเจนตา

มยัซิน ความเข้มข้น 0.2 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร ปริมาตร 10 มิลลิลิตร สําหรับนําไปหลอมรวมกบั

เซลล์ม้ามของหนทูดลอง 

3.4.2.2 การเตรียมสารตวักลางในการหลอมรวมเซลล์ 

นําโพลีเอทิลีนไกลคอล (polyethylene glycol, PEG) ท่ีมีมวลโมเลกลุ 3,000-

3,700 ดลัตนั ปริมาตร 5 มิลลกิรัม ไปอุน่ให้ละลายท่ีอณุหภมูิ 70 องศาเซลเซียส จากนัน้นําไปผสม

กบัอาหารเลีย้งเซลล์ RPMI 1640 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ซึง่จะได้ 50% v/v PEG แบง่เก็บใสห่ลอด

พลาสตกิ หลอดละ 1 มิลลิลิตร เตรียมโดยวิธีปลอดเชือ้ เก็บไว้ท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส ก่อนใช้

ให้นําไปอุน่ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส 

3.4.2.3 การเตรียมเซลล์ม้าม 

เลือกหนตูวัท่ีให้ระดบัแอนตบิอดีสงูและแอนตบิอดีท่ีผลติ สามารถจบักบั HSA ใน

รูปอิสระได้ มาทําให้สลบด้วยไดเอทิลอีเธอร์ ทําการเจาะเลือดจากหัวใจหนูเก็บไว้เพ่ือใช้ในการ

ทดสอบ ELISA จากนัน้ทําการเปิดช่องท้อง นําเอาม้ามออกมาด้วยวิธีปราศจากเชือ้ ใช้กรรไกรตดั

แตง่สว่นท่ีเป็นไขมนัออกไป ตดัม้ามให้เป็นชิน้เลก็ บดม้ามให้ละเอียดบนตะแกรงลวดตาถ่ี นําเซลล์

ม้ามท่ีผ่านตะแกรงลวดมาป่ันล้างในอาหารเลีย้งเซลล์ RPMI 1640 ท่ีมีเจนตามยัซิน ความเข้มข้น 

0.2 มิลลกิรัมตอ่มิลลลิติร ปริมาตร 40 มิลลิลิตรด้วยความเร็ว 1,500 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 5 นาที 

1-2 ครัง้ จากนัน้เติมอาหารเลีย้งเซลล์ RPM 1640 ท่ีมีเจนตามยัซิน ความเข้มข้น 0.2 มิลลิกรัมตอ่

มิลลลิติร ปริมาตร 5 มิลลลิติร ผสมอยู่ เตรียมไว้สําหรับนําไปหลอมรวมกบัเซลล์ไมอีโลมาท่ีเตรียม

ไว้ 
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3.4.2.4 การหลอมรวมเซลล์ไมอีโลมาและเซลล์ม้ามเข้าด้วยกนั  

นําเซลล์ม้ามและเซลล์ไมฮีโลมาท่ีเตรียมไว้ในอตัราสว่น มากกว่า 3:1 มาผสมให้

เข้ากนั เตมิอาหารเลีย้งเซลล์ RPMI 1640 ท่ีมีเจนตามยัซิน ความเข้มข้น 0.2 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร 

ให้ได้ปริมาตร 30 มิลลลิติร นําไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 1,500 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 5 นาที เท

ส่วนใสทิง้ไป เขย่าเบาๆให้สารละลายเป็นเนือ้เดียวกนั จากนัน้เติม 50% v/v PEG ปริมาตร 1 

มิลลิลิตรลงไปช้าๆ ให้ PEG หมดภายในเวลา 1 นาที  โดยขณะท่ีเติม PEG ให้หมนุหลอดทดลอง

ไปด้วย แล้วจึงเจือจางด้วยอาหารเลีย้งเซลล์ RPMI 1640 ท่ีมีเจนตามยัซิน ความเข้มข้น 0.2 

มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร ผสมให้สารละลายเข้ากนัเป็นเนีอ้เดียวกนัโดยการใช้ปิเปตดดูสารละลายขึน้

ลงเบาๆ เพ่ือให้เซลล์กระจายไม่จบัตวักนัเป็นก้อน นําไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 1,500 รอบต่อ

นาที เป็นเวลา 5 นาที เทสว่นใส ทิง้ไป ทําเช่นนีซ้ํา้อีกครัง้เพ่ือล้าง PEG ออกไปจากเซลล์ นําเซลล์ท่ี

ได้มาเติมอาหารเลีย้งเซลล์ HAT ท่ีผสม FCS ความเข้มข้น 20%(v/v) แล้วจึงนําเซลล์แขวนลอยท่ี

ได้ไปเพาะเลีย้งใน 96 well plate หลมุละ 200 ไมโครลิตร นําไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส 

ในตู้อบท่ีมีก๊าซคาร์บอกไดออกไซด์ 5% เป็นเวลา 12-14 วนั เลือกหลมุท่ีมีการเจริญเติบโตของ

เซลล์ไฮบริโดมาอย่างน้อย 25% ของพืน้ท่ีก้นหลมุ เพ่ือนําอาหารเลีย้งเซลล์ในหลมุดงักล่าวไป

ทดสอบว่ามีการผลิตแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอ่ HSA หรือไม่ด้วยวิธี Indirect ELISA ตามขัน้ตอนใน

ข้อ 3.4.1.2 

3.4.2.5 การคดัเลือกเซลล์ไฮบริโดมาท่ีผลติแอนตบิอดีท่ีจําเพาะตอ่ HSA 

หลงัจากทําการหลอมรวมเซลล์ 10-14 วนั จะมีเพียงเซลล์ไฮบริโดมาเท่านัน้ท่ีมี

ชีวิตอยู่ได้ ซึ่งจะมีการแบ่งตวัเพิ่มจํานวนจนเห็นเป็นลกัษณะของโคโลนี เม่ือดูภายใต้กล้อง

จุลทรรศน์ โดยเซลล์ไมอีโลมาท่ีไม่ได้รวมตวักับเซลล์ม้าม หรือเซลล์ไมอีโลมาท่ีรวมตวักันเองจะ

ตายไป เน่ืองจากถกูยบัยัง้กระบวนการสร้างดีเอ็นเอโดย aminopterin ท่ีอยู่ใน HAT medium สว่น

เซลล์ม้ามซึง่อยู่ได้เพียง 3-7 วนั ก็จะตายไปเองตามธรรมชาติ จึงมีเพียงเซลล์ท่ีเกิดจากการรวมตวั

ระหว่างเซลล์ไมอีโลมาและเซลล์ม้ามเท่านัน้ท่ีจะมีชีวิตรอดได้ การทดสอบสําหรับขัน้ตอนในการ

ทดสอบโดยการคดัเลือกเซลล์ไฮบริโดมาท่ีผลิตแอนติบอดีตอ่ HSA สามารถทําได้โดยเติมอาหาร

เลีย้งเซลล์ท่ีได้จากหลุมท่ีมีการเจริญเติบโตของเซลล์ไฮบริโดมาลงในถาดหลุมพลาสติกท่ีถูก

เคลือบด้วย HSA หลมุละ 100 ไมโครลิตร ซึง่ขัน้ตอนในการทดสอบจะมีวิธีการเหมือนกบัข้อ 

3.4.1.2 เม่ือได้ผลการทดสอบจากขัน้ตอนดงักล่าว เลือกหลมุท่ีให้ผลบวกมาทดสอบต่อด้วยวิธี 

indirect competitive ELISA ขัน้ตอนการทดสอบเช่นเดียวกบัข้อ 3.4.1.3 เลือกหลมุท่ีมีการสร้าง
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แอนตบิอดีท่ีจําเพาะตอ่ HSA และสามารถจบัได้กบั HSA ในรูปอิสระ นําเซลล์ไฮบริโดมาจากหลมุ

ดงักลา่วมาทําการแยกให้ได้โคลนเด่ียวด้วยวิธี limiting dilution 

3.4.2.6 การแยกเซลล์ไฮบริโดมาให้ได้โคลนเด่ียวด้วยวิธี Limiting dilution 

นําเซลล์ไฮบริโดมาท่ีได้จากข้อ 3.4.2.5 มาทําให้ได้เป็นโคโลนีเด่ียวโดยการเจือ

จางเซลล์ด้วยอาหารเลีย้งเซลล์ HT ท่ีผสม FCS ความเข้มข้น 20% (v/v) ให้มีความเข้มข้น 1 เซลล์

ตอ่หลมุ นําเซลล์แขวนลอย (cell suspension) ท่ีได้ไปเลีย้งใน 96 well plate รอให้เซลล์แบง่ตวั

เพิ่มจํานวนจนเห็นเป็นโคโลนี เลือกหลุมท่ีโคโลนีมีขนาดอย่างน้อย 25% ของพืน้ท่ีก้นหลุม มา

ตรวจสอบดวู่าเซลล์ไฮบริโดมาดงักลา่ว สามารถผลิตแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอ่ HSA อยู่หรือไม่ โดย

การนําอาหารเลีย้งเซลล์มาทดสอบด้วยวิธี Indirect ELISA และ Indirect competitive ELISA 

เลือกหลมุท่ีมีการสร้างแอนติบอดีท่ีจบัได้กบั HSA ในรูปอิสระมาทําการโคลนเซลล์ซํา้ด้วยวิธี

เดียวกนันีอี้ก 2-3 ครัง้ เม่ือแน่ใจว่า เซลล์ไฮบริโดมาท่ีได้มีความเสถียรและมาจากเซลล์ต้นกําเนิด

เดียวกัน ทําการเพิ่มจํานวนเซลล์โดยเลีย้งเซลล์ในจานเลีย้งเซลล์ ก่อนท่ีจะเก็บเซลล์แช่แข็งใน

ไนโตรเจนเหลวและเก็บอาหารเลีย้งเซลล์เพ่ือใช้ทดสอบตอ่ไป  

3.4.2.7 การเก็บเซลล์ในไนโตรเจนเหลว 

นําเซลล์ไฮบริโดมาท่ีต้องการเก็บมาเลีย้งเพิ่มจํานวนในจานเลีย้งเซลล์ด้วยอาหาร

เลีย้งเซลล์ RPMI 1640 ท่ีผสม FCS ความเข้มข้น 10% (v/v) รอให้เซลล์เจริญเติบโตอยู่ในระยะ

เอ็กซ์โพเนนเชียล นําเซลล์แขวนลอยมาป่ันเหว่ียงด้วยความเร็ว 1,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 

นาที เทสว่น ใสทิง้ไป เติมอาหารเลีย้งเซลล์ RPMI 1640 ท่ีผสม 10% v/v FCS และ 20% v/v 

DMSO ในขณะท่ีเย็นประมาณ 1 มิลลิลิตร ใช้พลาสเจอร์ปิเปตดดูขึน้ลงเบาๆ ให้สารละลายเป็น

เนือ้เดียวกนั แล้วจึงดดูเซลล์แขวนลอยใส่ในหลอดสําหรับเก็บเซลล์แช่แข็ง (cryotube) ขนาด 2 

มิลลลิติร นําไปแช่แข็งท่ี -70 องศาเซลเซียสทิง้ไว้ข้ามคืน ก่อนย้ายไปแช่แข็งในถงัไนโตรเจนเหลวท่ี

มีอณุหภมูิประมาณ -196 องศาเซลเซียส 

3.4.2.8 การนําเซลล์ไฮบริโดมาท่ีเก็บไว้ในไนโตรเจนเหลวออกมาเลีย้งใหม ่

นํา cryotube ท่ีเก็บเซลล์ไฮบริโดมาออกมาละลายท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส 

รอจนกระทัง่เซลล์แขวนลอยละลายจนมีลกัษณะคล้ายวุ้น จึงดูดเซลล์แขวนลอยใส่ในหลอดท่ีมี

อาหารเลีย้งเซลล์ RPMI 1640 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร นําไปป่ันเหว่ียงด้วยความเร็ว 1,500 รอบตอ่
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นาที เป็นเวลา 5 นาที เทสว่น supernatant ทิง้ไป แล้วจงึนําเซลล์ไฮบริโดมาท่ีได้ ไปเลีย้งในอาหาร

เลีย้งเซลล์ RPMI 1640 ท่ีผสม FCS ความเข้มข้ม 20%(v/v) 

3.4.3 การศกึษาลกัษณะสมบตัเิบือ้งต้นของโมโนโคลนอลแอนตบิอดี 

3.4.3.1 การตรวจสอบไอโซไทป์ของโมโนโคลนอลแอนตบิอดีท่ีผลติได้ 

ทําการตรวจหาไอโซไทป์ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีได้ด้วยชุดตรวจสอบ 

Isotyping kit ของบริษัท Sigma-Aldrich โดยการเคลือบหลมุ ELISA plate ด้วยแอนติบอดีท่ี

จําเพาะตอ่ไอโซไทป์ (isotyping specific antibody) ชนิด IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3, IgGA, 

IgGM ซึง่ถกูเจือจางด้วย PBS ให้มีอตัราการเจือจาง 1:1,000 หลมุละ 100 ไมโครลิตร นําไปบม่

ปฏิกิริยาท่ี 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง นํามาล้างด้วย PBS-T จํานวน 3 ครัง้ เติมโมโน

โคลนอลแอนตบิอดีท่ีต้องการตรวจสอบหลมุละ 100 ไมโครลิตร บม่ท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

1 ชัว่โมง นํามาล้างด้วย PBS-T จํานวน 3 ครัง้ เติมแอนติบอดีทตุิยภมูิท่ีจําเพาะตอ่สว่น Fab ของ 

mouse IgG ซึง่เช่ือมตอ่กบั horseradish peroxidase (Anti-mouse IgG (Fab specific)-HRP) 

โดยเจือจางด้วย PBS-T ให้มีอตัราการเจือจาง 1: 2,000 หลมุละ 100 ไมโครลิตร บม่ปฏิกิริยาท่ี

อณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 30 นาที ล้างด้วย PBS-T จํานวน 3 ครัง้ เติมสารละลายสบัสเตรท ซึ่ง

ประกอบด้วย OPD และ H2O2 ท่ีละลายใน 0.15 โมลาร์ ฟอสเฟตซิเตรทบฟัเฟอร์ pH 5.0 หลมุละ 

150 ไมโครลิตร นําไปบม่ปฏิกิริยาท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 10 นาที โดยเก็บไว้ในท่ีมืด จากนัน้เติม

กรดซลัฟิวริกความเข้มข้น 2.5 โมลาร์ หลมุละ 100 ไมโครลิตร เพ่ือหยดุปฏิกิริยา แล้วจึงนําไปวดั

คา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 492 นาโนเมตร ด้วยเคร่ือง microrplate reader 

3.4.3.2 การทดสอบความไว (sensitivity) ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีได้ต่อ 

HSA  

ความ ไ วขอ ง โม โน โคลนอลแอนติ บอ ดี จะ ร าย ง าน เ ป็ นค่ า  inhibition 

concentration (IC50) และ limit of detection (LOD) โดย IC50 คือ คา่ความเข้มข้นของสารท่ีทําให้

คา่การดดูกลืนแสงจากการทดสอบด้วยวิธี indirect competitive ELISA ลดลงคร่ึงหนึ่ง เม่ือเทียบ

กบัการท่ีไมเ่ตมิสารอิสระ และ LOD คือ ความเข้มข้นของสารท่ีน้อยท่ีสดุท่ีสามารถตรวจวดัได้ การ

ทดสอบ ทําได้โดยนําโมโนโคลนอลแอนติบอดีมาทดสอบด้วยวิธี Indirect competitive ELISA 

และใช้อลับมูินในรูปอิสระท่ีความเข้มข้น 10-2-103 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตรเป็นตวัแข่งขนั จากนัน้นํา

คา่การดดูกลืนแสงท่ีได้มาเขียนกราฟโดยใช้โปรแกรมสําเร็จรูป GraphPad Prism 4 ให้แกน Y เป็น
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คา่ %B/B0 และแกน X เป็นคา่ลอการิทมึของความเข้มข้นอลับมูินในรูปอิสระท่ีเตมิลงไป ซึง่คา่ IC50 

สามารถคํานวณได้จาก  

 

 

 

เม่ือ B คือ คา่การดดูกลืนแสงท่ีได้จากการทดสอบ เม่ือเตมิอลับ ู

   มินในรูปอิสระท่ีความเข้มข้นตา่งๆ 

 B0 คือ คา่การดดูกลืนแสงเม่ือไมเ่ตมิอลับมูินในรูปอิสระ 

และ LOD สามารถคํานวณได้จากสตูร  

 

 

    

เม่ือ B0 คือ คา่การดดูกลืนแสงเม่ือไมเ่ตมิอลับมูินในรูปอิสระ 

 SD คือ คา่เบ่ียงเบนมาตรฐาน 

3.4.3.3 การทดสอบความจําเพาะ (specificity) เบือ้งต้นของโมโนโคลนอล

แอนตบิอดีท่ีได้ 

ความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจะรายงานเป็นค่าเปอร์เซ็นต์การ

เกิดปฏิกิริยาข้ามกลุ่ม (%cross reactivity) กบัสารอ่ืน โดยการนําโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีมี

ความเจือจางท่ีเหมาะสมมาทดสอบด้วยวิธี indirect competitive ELISA โดยการนําสารท่ี

ต้องการทดสอบท่ีความเข้มข้นต่างๆ เติมลงไปในปฏิกิริยา จากนัน้นําค่า IC50 ของสารมา

คํานวณหาคา่เปอร์เซน็ต์การเกิดปฏิกิริยาข้าม ได้จากสตูร  

 

% cross reactivity =  

 

โดย IC50 คือ ค่าความเข้มข้นของสารท่ีทําให้ค่าการดดูกลืนแสงลดลงคร่ึงหนึ่ง 

เม่ือเทียบกบัปฏิกิริยาท่ีไมเ่ตมิสารอิสระ 

X  100 
IC50 ของอลับมูิน 

IC50 ของสารท่ีทดสอบ 

IC50 = 50% B/B0 

LOD = B0 – 3SD 
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อย่างไรก็ตาม จากการทดสอบความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดี โดยใช้

ความเข้มข้นของสารท่ีต้องการทดสอบเท่ากับ 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  ซึ่งพบว่าให้ค่าการ

ดดูกลืนแสงท่ีลดลงไม่ถึงคร่ึงหนึ่ง เม่ือเปรียบเทียบกบัค่าการดดูกลืนแสงท่ีไม่เติมสารแข่งขนั นัน่

คือ IC50 ของสารท่ีนํามาทดสอบมีคา่มากกว่า 500 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร จึงได้กําหนดให้คา่ IC50 

ของสารท่ีทดสอบ มีค่าเท่ากับ 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จากนัน้นําค่า IC50 ดงักล่าวไป

คํานวณหาเปอร์เซน็ต์การเกิดปฏิกิริยาข้ามดงันี ้ 

% cross reactivity = 

3.4.4 การทําโมโนโคลนอลแอนตบิอดีให้บริสทุธ์ิ 

3.4.4.1 การเพิ่มจํานวนเซลล์ไฮบริโดมาเพ่ือให้ได้โมโนโคลนอลแอนติบอดีใน

ปริมาณมาก 

นําเซลล์ไฮบริโดมาโคลนท่ีผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอ่อลับมูินจาก

ขวดเลีย้งเซลล์ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ย้ายลงในขวดเลีย้งเซลล์แบบป่ันกวน (spinner flask) ท่ีมี

อาหารเลีย้งเซลล์ RPMI 1640 ท่ีมี FCS ความเข้มข้น 10% (v/v) ปริมาตร 500 มิลลิลิตร นําไปบม่

ในตู้บ่มท่ีมีคาร์บอนไดออกไซด์ความเข้มข้น 5% ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส โดยป่ันกวนด้วย

อตัราเร็ว 20 รอบต่อนาที ทําการเลีย้งนาน 7-10 วนั ซึ่งในระหว่างนี ้เซลล์ไฮบริโดมาจะผลิต

แอนติบอดีออกมาในอาหารเลีย้งเซลล์ จากนัน้นําเซลล์แขวนลอยท่ีได้มาป่ันแยกเซลล์ เก็บเอา

เฉพาะอาหารเลีย้งเซลล์เพ่ือนําไปทําการแยกโมโนโคลนอลแอนตบิอดีให้บริสทุธ์ิตอ่ไป 

 

 

 

 

IC50 ของอลับมูิน 

500 μg/ml 
X  100 
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รูปที่ 3.3 การเพิ่มจํานวนเซลล์ไฮบริโดมาก่อนนําไปทําให้บริสทุธ์ิ ก. เลีย้งในจานเลีย้งเซลล์ขนาด

เล็ก ; ข. เลีย้งในจานเลีย้งเซลล์ขนาดใหญ่ ; ค. เลีย้งในขวดเลีย้งเซลล์ ขนาด 100 มิลลิลิตร ; ง. 

เลีย้งในขวดเลีย้งเซลล์ขนาด 1000 มิลลติร 

3.4.4.2 การทําโมโนโคลนอลแอนตบิอดีให้บริสทุธ์ิโดยใช้โปรตีนจี (Protein G) 

ทําการล้างคอลมัน์โปรตีนจีเซฟาโรส (G-Sepharose column) ด้วยโซเดียม

ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ pH 7.0 ความเข้มข้น 20 มิลลโิมลาร์ เพ่ือปรับภาวะภายในคอลมัน์ให้เข้าสูภ่าวะ

สมดลุ โดยปรับอตัราการไหลให้เท่ากบั 1 มิลลิลิตรตอ่นาที จากนัน้เติมอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีมีโมโน

โคลนอลแอนติบอดีท่ีได้จากข้อ 3.4.4.1 และผ่านการกรองด้วยกระดาษกรองเบอร์ 22 แล้ว ลงใน

คอลมัน์ ปริมาตร 300 มิลลิลิตร ทําการล้างโปรตีนชนิดอ่ืนท่ีไม่ต้องการโดยใช้โซเดียมฟอสเฟต

บฟัเฟอร์ pH 7.0 ความเข้มข้น 20 มิลลโิมลาร์ ปริมาตร 50 มิลลลิติร จากนัน้ทําการชะแอนตบิอดีท่ี

ต้องการออกจากคอลมัน์ โดยใช้ไกลซีน-ไฮโดรคลอไรด์บฟัเฟอร์ (glycine hydrochoride buffer) 

pH 2.7 ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ ใช้หลอดทดลองท่ีมีทริส-ไฮโดรคลอไรด์บฟัเฟอร์ (Tris-

hydrochloride buffer) pH 9 ความเข้มข้น 1 โมลาร์ ปริมาตร 65 ไมโครลิตร รองรับสารละลายท่ี

ออกมาจากคอลมัน์ โดยเก็บหลอดละ 1 มิลลิลิตร จากนัน้ทําการล้างคอลมัน์ด้วยโซเดียมฟอสเฟต

บฟัเฟอร์ pH 7.0 ความเข้มข้น 20 มิลลิโมลาร์ เก็บคอลมัน์โดยให้อยู่ในโซเดียมฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 

pH 7.0 ความเข้มข้น 20 มิลลิโมลาร์ ท่ีมีสารละลาย Thimerasol ความเข้มข้น 0.01%(v/v) 

ง ค 
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จากนัน้นําสารละลายท่ีเก็บได้ในแตล่ะหลอดมาทําการวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 280 

นาโนเมตร และตรวจสอบหาแอนตบิอดีด้วยวิธี indirect ELISA นําคา่การดดูกลืนแสงท่ีได้มาเขียน

โครมาโทแกรม นําสารละลายจากหลอดท่ีมีแอนติบอดีมารวมกนัเพ่ือนําไปไดอะไลซิสด้วย PBS ท่ี 

4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วนั 

                  

รูปที่ 3.4 การทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีให้บริสทุธ์ิ ก.) การเก็บสารละลายแอนติบอดีท่ีถกูชะ

ออกมา เก็บหลอดละ 1 มิลลิลิตร ; ข.) ทําการล้างคอลมัน์ด้วยโซเดียมฟอสเฟตบฟัเฟอร์ pH 7.0 

ความเข้มข้น 20 มิลลโิมลาร์ 

3.4.4.3 การหาปริมาณโปรตีน Bichoninic acid assay (BCA) 

ทําการหาปริมาณโปรตีนก่อนและหลงัการทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีให้บริสทุธ์ิ

ด้วยวิธี Bichoninic acid assay (BCA) โดยใช้ชดุทดสอบ BCATM Protein Assay Kit ของบริษัท 

Pierce ประกอบด้วย Reagent A ซึง่มีสว่นผสมของ โซเดียมคาร์บอเนต (sodium carbonate), 

โซเดียมไบคาร์บอเนต (sodium bicarbonate), กรดไบซินโคนินิค (bicinchoninic acid) และ

โซเดียมทาร์เตรทในโซเดียมไฮดรอกไซด์ 0.1 โมลาร์ (sodium tartrate in 0.1 M sodium 

hydroxide) และ Reagent B ท่ีมีคิวปริกซลัเฟต (cupric sulfate) เป็นสว่นประกอบ การตรวจวดั

โปรตีนด้วยวิธี BCA มีหลกัการคือ ในภาวะท่ีเป็นด่าง โปรตีนในสิ่งตวัอย่างจะทําปฏิกิริยากับ 

cupric ion (Cu2+) ได้ผลิตภณัฑ์คือ cuprous ion (Cu1+) ซึง่ปฏิกิริยาในขัน้แรกนีจ้ะให้สารละลายท่ี

มีสีฟ้า เม่ือเติม bicinchoninic acid ลงไป ซึง่จะไปทําปฏิกิริยากบั cuprous ion ท่ีเกิดขึน้ใน

ขัน้ตอนแรก ผลจากปฏิกิริยาท่ีเกิดขึน้ในขัน้ท่ีสองนี ้จะให้สารละลายท่ีมีสีมว่ง สามารถดดูกลืนแสง

ในช่วงความยาวคล่ืน 562 นาโนเมตร ความเข้มของสารละลายสีม่วงท่ีเกิดขึน้จะแปรตามปริมาณ

โปรตีนท่ีมีในสิ่งตวัอย่าง การทดสอบทําได้โดยทําการเจือจางโปรตีน BSA มาตรฐานให้มีความ

ก ข 
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เข้มข้น 0, 0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1.0, และ 1.2 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตรด้วย PBS เจือจางสารตวัอย่าง

ด้วยอตัราการเจือจาง 4, 8, และ 16 เท่า จากนัน้เตรียม working reagent ด้วยการผสม Reagent 

A กบั Reagent B ในอตัราสว่น 50:1 (v/v) เตมิสารละลายโปรตีนมาตรฐานและสารตวัอย่างแตล่ะ

ความเข้มข้นลงใน ELISA plate หลมุละ 25 ไมโครลิตร เติม working reagent ลงไปหลมุละ 200 

ไมโครลิตร เขย่าให้เข้ากนัเบาๆประมาณ 30 วินาที นําไปบ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที 

จากนัน้นํา ELISA plate ออกมาวางไว้ท่ีอณุหภมูิห้องเพ่ือให้จานทดสอบเย็นลง ก่อนนําไปวดัค่า

การดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 562 นาโนเมตร นําค่าการดูดกลืนแสงท่ีได้มาสร้างกราฟ

มาตรฐานระหว่างค่าการดูดกลืนแสงท่ี 562 นาโนเมตรและความเข้มข้นของโปรตีนมาตรฐาน 

จากนัน้นําคา่การดดูกลืนแสงของสารตวัอย่างมาเทียบกบักราฟมาตรฐาน เพ่ือคํานวณหาปริมาณ

โปรตีนของสารตวัอยา่ง 

3.4.4.4 การหาปริมาณแอนตบิอดีโดยการวดัคา่การดดูกลืนแสง 

ทําการหาปริมาณโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังการทําให้บริสุทธ์ิตามวิธีของ 

Johnstone และ Thrope (1987) โดยนําสารละลายท่ีผ่านการไดอะไลซิสแล้ว ไปทําการวดัคา่การ

ดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร คํานวณหาปริมาณโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลงัการ

ทําให้บริสทุธ์ิได้จากสตูร 

  

 

หมายเหต ุ คา่ extinction coefficient ของสารละลายแอนติบอดี IgG 1มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตรท่ี

ความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร มีคา่เท่ากบั 1.35 

3.4.5 การตรวจสอบความบริสทุธ์ิของโมโนโคลนอลแอนตบิอดี 

นําโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีได้มาตรวจสอบความบริสุทธ์ิด้วยวิธี sodium 

dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) โดยขัน้แรก ทําการ

ประกอบแผ่นประกบเจลเข้ากับขาตัง้แผ่นประกบเจล ให้มีลกัษณะดงัรูปท่ี 3.1 จากนัน้เตรียม

สารละลาย 12% separating gel (ภาคผนวก ข) เติม separating gel ท่ีเตรียมไว้ ลงในแผ่น

ประกบเจลประมาณ 2 ใน 3 สว่นของความสงูของแผ่นประกบเจล เติม Milli Q water ตามลงไป

ทนัทีให้เต็มแผ่นประกบเจล เพ่ือปรับผิวหน้าเจลให้เรียบ รอจนเจลแข็งตวัดี เท Miili Q water 

Extinction coefficient ของ IgG 
คา่การดดูกลืนแสงท่ี 280 นาโนเมตร 

ความเข้มข้นของแอนตบิอดี IgG (มิลลกิรัมตอ่มิลลลิติร) = 
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สว่นบนออก อาจใช้กระดาษทิชชชู่วยซบันํา้ออกให้มากท่ีสดุ จากนัน้ทําการเตรียม 5% stacking 

gel (ภาคผนวก ข) เติม stacking gel ลงในแผ่นประกบเจลในส่วนท่ีเหลือด้านบนจนเต็มแผ่น

ประกบ นําหวีซึง่หนา 0.75 มิลลิเมตร 10 well ใส่ท่ีด้านบนของเจล เพ่ือให้เกิดช่องสําหรับใส่

สารละลายตวัอย่าง รอให้เจลเกิดการแข็งตวัดีแล้ว จึงดงึหวีออก นําแผ่นประกบเจลท่ีเตรียมได้ใส่

ลงใน Tank เท running buffer (ภาคผนวก ข.) ลงใน Tank จนเกือบเตม็ 

 
 

รูปที่ 3.5 อปุกรณ์ท่ีใช้ในเทคนิค sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 

(SDS-PAGE) (79) 

 ทําการเตรียมสารละลายตวัอย่างท่ีต้องการทดสอบ โปรตีนท่ีนํามาทดสอบควรมี

ปริมาณ 35 μg/ml และใช้ปริมาตรไม่เกิน 20 μl/well โดยนําสารละลายตวัอย่างมาผสมกบั 

laemmli sample buffer ในอตัราสว่น 1:1 (v/v) นําไปอุ่นในเคร่ืองควบคมุอณุหภมูิท่ีอณุหภมูิ 95 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที นําสารละลายตวัอย่างดงักลา่วมาเติมลงในช่องของแผ่นเจล โดย

ช่องแรกเป็นช่องสําหรับ molecular weight marker ปิดฝา Tank ให้ถกูขัว้ ต่อขัว้ไฟฟ้าเข้ากบั 

power supply  ในช่วงแรกของการแยกแถบโปรตีน ให้ใช้กระแสไฟฟ้าท่ีความตา่งศกัย์ 90 โวลต์ 

เป็นเวลา 30 นาที หรือจนกว่าแถบสีนํา้เงินของ laemmli sample buffer จะเคล่ือนผ่านสว่นของ 

stacking gel จากนัน้ให้กระแสไฟฟ้าท่ีความตา่งศกัย์ 120 โวลต์ เป็นเวลา 60 นาที หรือจนแถบสี

นํา้เงินเคล่ือนมาถึงบริเวณส่วนล่างของเจล จึงหยุดจ่ายกระแสไฟฟ้า นําเจลท่ีได้ไปย้อมด้วยสี 

coomassie brilliant blue นาน 15 นาที จากนัน้ทําการล้าง สีย้อมท่ีมากเกินพอออกด้วย 

destaining solution จนสามารถมองเห็นแถบของโปรตีนชดัเจน บนัทึกภาพแถบโปรตีนท่ีเกิดขึน้

ด้วยเคร่ือง Gel Documentation system 
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 3.4.6 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนตบิอดีหลงัการทําให้บริสทุธ์ิ 

  นําแอนติบอดีท่ีผ่านการทําให้บริสุทธ์ด้วยคอลมัน์โปรตีนจี มาทดสอบความไว

ด้วยวิธี indirect competitive ELISA ตามขัน้ตอนท่ีกลา่วมาแล้วในข้อ 3.4.3.2 

3.4.7  การทดสอบความสามารถเบือ้งต้นของโมโนโคลนอลแอนติบอดีในการหาปริมาณ

อลับมูินในสิง่ตวัอยา่งด้วยวิธี Indirect competitive ELISA 

  เพ่ือเป็นการแสดงให้เห็นว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตขึน้ สามารถนําไปใช้

พฒัาชดุตรวจวดัอลับมูินปริมาณน้อยในปัสสาวะได้จริง จึงนําโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผ่านการ

ทําให้บริสทุธ์ิแล้ว มาทําการตรวจวดัอลับมูินในสิ่งละลายตวัอย่างด้วยวิธี indirect competitive 

ELISA โดยจากการศกึษาคา่ IC50 และ LOD หลงัการทําให้บริสทุธ์ิของโมโนโคลนอลแอนติบอดีทัง้ 

3 โคลน พบว่าแอนติบอดีโคลน 4/B11/G3/H11/G11 มีค่า IC50 และค่า LOD ต่ําท่ีสดุ คือ 0.30 

μg/ml และ 0.004 μg/ml ตามลําดบั จึงเลือกแอนติบอดีโคลนดงักลา่วมาใช้ในการศกึษา โดยใช้

สภาวะเดียวกับสภาวะท่ีใช้ในการศึกษาความไวของแอนติบอดีหลงัการทําให้บริสทุธ์ิ คือ ความ

เข้มข้นของอลับมูินท่ีใช้ตรึงก้นหลมุเท่ากบั 1.0 μg/ml และความเข้มข้นของแอนติบอดีปฐมภมูิ

เท่ากบั 0.5 μg/ml 

3.4.7.1 ทดสอบหาช่วงความเป็นเส้นตรง 

นําสารละลายอลับมูินมาตรฐานท่ีความเข้มข้น 102-10-2 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร

โดยการเจือจางด้วยวิธี 2 fold serial dilution นํามาทดสอบด้วยวิธี indirect competitive ELISA 

เพ่ือหาช่วงความเป็นเส้นตรง โดยการเคลือบหลมุ ELISA plate ด้วย HSA ความเข้มข้น 1 

ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร หลมุละ 100 ไมโครลิตร บม่ปฏิกิริยาท่ีอณุภมูิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

12-16 ชัว่โมง ล้างแอนติเจนสว่นเกินออกด้วย washing buffer 3-5 ครัง้ เติม blocking solution 

หลมุละ 300 ไมโครลิตร บ่มปฏิกิริยาท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ล้าง 

blocking solution ออกด้วย washing buffer 3-5 ครัง้ จากนัน้เตมิสารละลายอลับมูินมาตรฐาน ท่ี

อตัราการเจือจางต่างๆ ท่ีได้เตรียมไว้ข้างต้น หลมุละ 50 ไมโครลิตร ตามด้วยสารละลายโมโน

โคลนอลแอนติบอดี ความเข้มข้น  0.5 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร หลมุละ 50 ไมโครลิตร บม่ปฏิกิริยา

ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง ล้างสว่นเกินท่ีไม่ทําปฏิกิริยาออก ด้วย washing 
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buffer จากนัน้ทําตามขัน้ตอนเดียวกบัข้อ 3.4.1.3  นําค่าการดดูกลืนแสงท่ีได้มาสร้างกราฟ

มาตรฐานโดยให้แกน y เป็น % B/B0 เม่ือ B และ B0 คือ คา่การดดูกลืนแสงท่ีเติมและไม่เติมอลับู

มินในรูปอิสระ และแกน X เป็นค่าลอการิทึมของความเข้มข้นของสารละลายอลับูมิน เลือกค่า

ความเข้มข้นของอลับมูินท่ีอยูใ่นช่วงเป็นเส้นตรง นํามาสร้างกราฟมาตรฐานด้วยวิธีเดียวกนั 

3.4.7.2 การหาคา่ความเข้มข้นน้อยท่ีสดุท่ีสามารถตรวจวดัได้ (Limit of 

detection, LOD)  

  ทําการศกึษาคา่ต่ําสดุท่ีวิธีดงักลา่วสามารถตรวจวดัได้ โดยนําคา่การดดูกลืนแสง

ท่ีได้จากการทดสอบด้วยวิธี indirect competitive ELISA ท่ีไม่เติมอลับมูินอิสระ จํานวน 9 คา่ มา

คํานวณคา่เบ่ียงเบนมาตรฐาน (SD) ซึง่ในท่ีนี ้ได้ใช้ PBS แทนการเติมสารละลายอลับมูิน จากนัน้

ทําการคํานวณคา่ LOD ได้จากสตูรดงัตอ่ไปนี ้

    

 

เม่ือ B0 คือ คา่การดดูกลืนแสงท่ีได้จากการใช้ PBS แทนสารละลาย

อลับมูิน 

SD คือ คา่เบ่ียงเบนมาตรฐาน 

   S คือ Sensitivity ท่ีได้จากความชนัของกราฟมาตรฐาน 

  3.4.7.3 การตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูินโดยใช้หลกัการ Nephelometry 

  การตรวจวดัปริมาณอลับมูินในสิ่งตวัอย่างด้วยวิธี indirect competitive ELISA 

จะเปรียบเทียบกับวิธี immunonephelometry โดยใช้นํา้ยาสําเร็จรูปของบริษัท Orion 

Diagnostica หลกัการคือ ใช้แอนติบอดีเป็นตวัแอนติเจนท่ีมีในสิ่งตวัอย่าง เม่ือมีการจบักนัของ

แอนติเจนและแอนติบอดีเกิดเป็นร่างแหเกิดขึน้ ตรวจสอบปฏิกิริยาท่ีเกิดขึน้ได้โดยการวัดการ

กระเจิงของแสงท่ีเปล่ียนแปลงไป ขัน้ตอนในการเตรียมสิ่งตวัอย่างตามคําแนะนําท่ีได้กําหนดไว้ 

แสดงดงัตารางท่ี 3.3 

LOD = B0 – 3SD 
S 
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รูปที่  3.6 หลักการการตรวจวัดปฏิกิริยาระหว่างแอนติเจนและแอนติบอดีด้วยวิธี 

immunonephelometry   

 

รูปที่ 3.7 เคร่ือง TURBOX® plus Protein Analyzer ท่ีใช้ในการตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูินโดย

ใช้หลกัการ nephelometry 
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ก.) การตัง้คา่เคร่ือง TURBOX® plus Protein Analyzer  

เน่ืองจากในการวิเคราะห์ปริมาณไมโครอัลบูมินจากสิ่งตัวอย่างด้วยเคร่ือง 

TURBOX® นัน้ เคร่ืองจะทําการวิเคราะห์ค่าออกมาเป็นหน่วย mg/L โดยเทียบค่าท่ีได้จากการ

ตรวจวัดสิ่งตัวอย่างกับค่า calibrator ท่ีมีในความจําของเคร่ือง ดังนัน้ เม่ือเปิดเคร่ืองครัง้แรก 

จะต้องทําการ calibrate เคร่ือง โดยการตรวจวิเคราะห์สารมาตรฐานท่ีมาพร้อมกบัเคร่ืองวิเคราะห์ 

และสัง่ให้เคร่ืองจดจําคา่ท่ีได้จากการตรวจวิเคราะห์สารมาตรฐาน ดงันัน้ ในการใช้เคร่ืองในตอ่ๆไป 

จึงสามารถทําการตรวจวิเคราะห์สิ่งตวัอย่างได้เลย โดยจะทําการตรวจวดัคา่ control ควบคูไ่ปกบั

สิง่ตวัอยา่งด้วยทกุครัง้ เพ่ือให้มัน่ใจวา่คา่ท่ีได้จากการตรวจวดัมีความเช่ือถือได้ 

ตารางที่ 3.4 การเตรียมสิ่งตวัอย่าง เพ่ือใช้ในการตรวจวดัด้วยวิธี nephelometry (บริษัท Orion 

Diagnostica) 

 สารมาตรฐาน สิง่ตวัอยา่ง 

Blank (μl) ตวัทดสอบ (μl) Blank (μl) ตวัทดสอบ (μl) 

สิง่ตวัอยา่ง   20 20 

สารมาตรฐาน 20 20   

Blank buffer 500  500  

Antiserum dilution  500  500 

ผสมสารให้เข้ากนั ตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูห้ิอง เป็นเวลา 30 นาที 

นําไปวดัปฏิกิริยาท่ีเกิดขึน้ ด้วยเคร่ือง TURBOX® plus protein analyzer 

3.4.7.4 การตรวจวดัปริมาณอลับูมินในสิ่งตวัอย่างเปรียบเทียบกับวิธีท่ีใช้ใน

ห้องปฏิบตักิาร 

  นํา control urine microalbumin มาเจือจางด้วย PBS ให้มีความเข้มข้นตา่งๆ  

เพ่ือใช้แทนตวัอย่างปัสสาวะ จากนัน้นํามาทดสอบด้วยวิธี indirect competitive ELISA 

เช่นเดียวกับข้อ 3.4.7.1 จากนัน้นําค่าการดูดกลืนแสงท่ีได้มาทําการเปรียบเทียบกับกราฟ

มาตรฐานเพ่ือคํานวณหาปริมาณอลับูมินท่ีตรวจวดัได้ และสิ่งตวัอย่างในชุดเดียวกันนี ้ได้นําไป

ตรวจวดัหาปริมาณไมโครอลับมูินด้วยวิธี immunonephelometry และเปรียบเทียบผลการตรวจวดั

ทัง้สองวิธี โดยวิเคราะห์คา่ correlation coefficient โดยใช้โปรแกรม Sigmaplot 
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3.4.7.5 การทดสอบความแมน่ยํา (precision) ของวิธี indirect competitive 

ELISA ท่ีพฒันาขึน้ 

  การหาคา่ความแม่นยํา (precision) ของการตรวจวิเคราะห์ปริมาณอลับมูินในสิ่ง

ตวัอย่างด้วยวิธี indirect competitive ELISA ท่ีพฒันาขึน้ โดยศกึษาความแปรปรวนของการ

ทดลองซํา้ในครัง้เดียว (Intra-variation assay) และทําการทดลองซํา้ระหว่างครัง้การทดลอง 

(Inter-variation assay) 

  Intra-variation assay สามารถหาได้โดย ทําการตรวจวิเคราะห์ปริมาณอลับมูิน

ในสิ่งตวัอย่าง เช่นเดียวกบัวิธี 3.4.7.1 โดยทําการวิเคราะห์จํานวน 3 ตวัอย่าง แตล่ะตวัอย่าง ทํา 

12 ซํา้ จากนัน้นําผลการทดสอบท่ีได้มาคํานวณหาคา่ mean, SD และ %CV จากสตูรดงันี ้

 

 

  เม่ือ mean คือ คา่เฉลี่ยคา่การดดูกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตร จากการ 

    ทดสอบด้วยวธีิ indirect competitive ELISA 

   SD คือ คา่เบ่ียงเบนมาตรฐานของคา่การดดูกลืนแสงท่ี 492  

นาโนเมตร 

   %CV คือ คา่ร้อยละของสมัประสทิธ์ิความแปรปรวน 

  Inter-variation assay  ทําได้โดยทําการทดสอบสิง่ตวัอยา่งจํานวน 3 ตวัอยา่ง 

และทํา 12 ซํา้เช่นเดียวกนั ทําเช่นนีจํ้านวน 8 ครัง้ ท่ีเวลาตา่งกนั นําข้อมลูท่ีได้ มาหาคา่ mean, 

SD, และ %CV 

%CV =  SD x 100 
mean 



บทที่ 4 

ผลการทดลองและวิจารณ์ผลการทดลอง 

4.1 การกระตุ้นระบบภมูิคุ้มกันของหนูทดลองให้สร้างแอนตบิอดต่ีอ HSA 

4.1.1 การหาระดบัแอนตบิอดีในซีรัมของหนทูดลองด้วยวิธี Indirect ELISA 

หลงัการฉีดกระตุ้นระบบภมูิคุ้มกนัของหนทูดลองสายพนัธุ์ BALB/c ด้วย HSA 

จํานวน 3 ตวั ครบ 4 ครัง้ นําซีรัมของหนูทดลองมาตรวจสอบระดบัแอนติบอดีต่อ HSA ด้วยวิธี 

Indirect ELISA  โดยระดบัแอนติบอดีในซีรัมหนทูดลอง เลือกจากระดบัการเจือจางสงูสดุท่ีทําให้

เกิดปฏิกิริยา ELISA และให้คา่การดดูกลืนแสงเป็น 2 เท่าของคา่การดดูกลืนแสงท่ีได้จากซีรัมหนู

ก่อนการฉีดกระตุ้น และจากการทดสอบ พบว่าค่าการดดูกลืนแสงจากปฏิกิรยาท่ีได้จากซีรัมหนู

ก่อนการฉีดกระตุ้นสงูสดุคือ ระดบัการเจือจางท่ี 1: 32,000 มีคา่เท่ากบั 0.427 ดงันัน้เม่ือพิจารณา

ค่าการดดูกลืนแสงจากซีรัมหนูหลงัได้รับการฉีดกระตุ้น จะพบว่าระดบัแอนติบอดีของหนทูดลอง

ทัง้ 3 ตวั มีคา่เท่ากบั 1:64,000, 1:32,000, และ 1:16,000 ตามลําดบั ซึง่เป็นระดบัการเจือจางท่ี

ยงัคงให้คา่การดดูกลืนแสงสงูกวา่ 0.854 (2 เท่าของ 0.427) ดงัแสดงในตารางท่ี 4.1 และรูปท่ี 4.1  

จากการทดสอบหาระดบัแอนติบอดีในซีรัมหนทูดลอง แสดงให้เห็นว่าหนทูดลอง

ทัง้สามตัว มีการตอบสนองทางระบบภูมิคุ้มกันต่ออัลบูมินท่ีฉีดกระตุ้นเป็นอย่างดี มีการสร้าง

แอนตบิอดีออกมาในกระแสเลือดได้ในระดบัตา่งๆ กนั โดยหนทูดลองตวัท่ี 1 มีการสร้างแอนติบอดี

สงูสดุ รองลงมาคือตวัท่ีสอง และตวัท่ีสามสร้างแอนตบิอดีน้อยสดุ โดยระดบัแอนติบอดีในซีรัมของ

หนทูดลองแตล่ะตวั มีคา่เท่ากบั 1:64,000, 1:32,000, และ 1:16,000 ตามลําดบั 
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ตารางที่ 4.1 ระดบัแอนตบิอดีในซีรัมของหนทูดลองจากการทดสอบด้วยวิธี Indirect ELISA 

ระดบัการเจือจางซีรัม 

คา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 492 นาโนเมตร 

ซีรัมหนท่ีูไมไ่ด้

รับการฉีด

กระตุ้น 

ซีรัมหนท่ีูได้รับการฉีดกระตุ้น 

หนตูวัท่ี 1 หนตูวัท่ี 2 หนตูวัท่ี 3 

1:100 0.372 1.815 1.846 1.818 

1:500 0.339 1.741 1.791 1.753 

1:1000 0.296 1.709 1.769 1.704 

1:2000 0.335 1.674 1.760 1.679 

1:4000 0.308 1.531 1.728 1.423 

1:8000 0.308 1.408 1.591 1.202 

1:16,000 0.342 1.255 1.413 0.983 

1:32,000 0.427 1.102 1.246 0.725 

1:64,000 0.277 0.869 0.838 0.725 

1:128,000 0.250 0.512 0.485 0.419 

1:256,000 0.259 0.338 0.415 0.291 

1:512,000 0.316 0.352 0.358 0.240 

1:1,024,000 0.306 0.318 0.256 0.272 

1:2,048,000 0.302 0.279 0.241 0.183 

1:4,096,000 0.366 0.320 0.300 0.174 

1:8,192,000 0.391 0.427 0.261 0.179 
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รูปที่ 4.1  ผลการทดสอบระดบัแอนติบอดีด้วยวิธี indirect ELISA ของซีรัมหนทูดลองท่ีระดบั

ความเจือจางตา่งๆ โดยใช้สาร HSA เคลือบก้นหลมุ :  ซีรัมของหนทูดลองก่อนการฉีดกระตุ้น; 

 ซีรัมของหนทูดลองตวัท่ี 1;  ซีรัมของหนทูดลองตวัท่ี 2;  ซีรัมของหนทูดลองตวัท่ี 3  

4.1.2 การทดสอบความจําเพาะของแอนติบอดีในซีรัมต่อ HSA ในรูปอิสระด้วย

วิธี Indirect competitive ELISA 

นําซีรัมหนูทดลองมาทําการทดสอบความสามารถของแอนติบอดีในการจับกับ 

HSA ในรูปอิสระด้วยวิธี indirect competitive ELISA (ตารางท่ี ก.1, ภาคผนวก ก) จากนัน้นําผล

ท่ีได้มาคํานวณหาเปอร์เซน็ต์คา่การดดูกลืนแสงท่ีลดลง เม่ือเตมิ HSA ในรูปอิสระลงไป ดงัแสดงใน

ตารางท่ี 4.2 พบวา่ เม่ือใช้ HSA ในรูปอิสระความเข้มข้น 10 μg/ml ท่ีระดบัการเจือจางซีรัมของหนู

ทัง้ 3 ตวั เท่ากับ 1:128,000 ให้ค่าการดดูกลืนแสงท่ีลดลงเท่ากับ 80%, 84%, และ 76% 

ตามลําดบั และเม่ือเจือจางซีรัมท่ีระดบั 1:256,000 หนตูวัท่ี 1, 2, และ 3 ให้ค่าการดดูกลืนแสงท่ี

ลดลงเท่ากบั 84%, 90%, และ 85% ตามลําดบั แตเ่ม่ือใช้โปรตีน bovine serum albumin (BSA) 

เป็นตวัแข่งขนั พบว่า เม่ือเจือจางซีรัมท่ีระดบั 1:128,000 ค่าการดดูกลืนแสงลดลงเพียงเล็กน้อย 

และเม่ือเจือจางซีรัมท่ีระดบั 1:256,000 ไมพ่บการลดลงของคา่การดดูกลืนแสงเลย ดงันัน้แสดงให้

เห็นว่า หนทูัง้ 3 ตวัมีการสร้างแอนติบอดีท่ีสามารถจบักบั HSA ในรูปอิสระได้และไม่จบักบั BSA  

จึงเหมาะสมท่ีจะนําเซลล์ม้ามของหนูดงักล่าวมาทําการหลอมรวมกบัเซลล์มะเร็ง เพ่ือผลิตเซลล์

ไฮบริโดมาท่ีสามารถผลติแอนตบิอดีตอ่ HSA ตอ่ไปได้ 

 



66 
 

ตารางที่ 4.2 คา่เปอร์เซ็นต์การดดูกลืนแสงท่ีลดลง จากการทดสอบด้วยวิธี indirect competitive 

ELISA เม่ือเตมิ HSA ในรูปอิสระลงไป 

 

หนทูดลอง 

เปอร์เซน็ต์การดดูกลืนแสงท่ีลดลง 

ระดบัการเจือจางท่ี 1:128,000 ระดบัการเจือจางท่ี 1:256,000 

HSA 10 μg/ml BSA 10 μg/ml HSA 10 μg/ml BSA 10 μg/ml 

หนตูวัท่ี 1 80 0.10 84 0 

หนตูวัท่ี 2 84 5 90 0 

หนตูวัท่ี 3 76 4 85 0 

4.2 การคดัเลือกเซลล์ไฮบริโดมาท่ีสามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ี

จําเพาะตอ่ HSA 

หลังจากทําการทดสอบหาระดับแอนติบอดีในซีรัมหนูและความจําเพาะของ

แอนติบอดีตอ่ HSA แล้ว พบว่าแอนติบอดีในซีรัมของหนมีูความจําเพาะตอ่ HSA ในรูปอิสระ จึง

นําเซลล์ม้ามจากหนทูดลองทัง้ 3 ตวั มาหลอมรวมกบัเซลล์ไมอีโลมาสายพนัธุ์ SP2/0 หลงัจากนัน้

ประมาณ 10-14 วนั ทําการคดัเลือกเซลล์ไฮบริโดมาในแตล่ะหลมุจากจานเลีย้งเซลล์ชนิด 96 หลมุ 

ด้วยการสอ่งดดู้วยกล้องจลุทรรศน์ชนิดหวักลบั โดยเลือกหลมุท่ีมีการเพิ่มจํานวนของเซลล์ไฮบริโด

มาจนเห็นเป็นโคโลนี นําอาหารเลีย้งเซลล์จากหลมุดงักลา่วมาทดสอบการสร้างแอนติบอดีด้วยวิธี 

indirect ELISA โดยผลการหลอมรวมเซลล์ทัง้ 3 ครัง้ สามารถสรุปได้ดงัตารางท่ี 4.3 เซลล์ไฮบริโด

มาท่ีให้ผลบวกจากการทดสอบด้วยวิธี indirect ELISA จะถกูนํามาเลีย้งเพิ่มจํานวนในจานเลีย้ง

เซลล์ชนิด 48 หลมุ จากนัน้นําอาหารเลีย้งเซลล์จากจานเลีย้งหลมุชนิด 48 หลมุมาทดสอบการจบั

กบั HSA ในรูปอิสระด้วยวิธี indirect competitive ELISA เม่ือได้กลุ่มเซลล์ไฮบริโดมาท่ีผลิต

แอนติบอดีท่ีจําเพาะต่อ HSA รูปอิสระแล้ว ทําการแยกเซลล์ไฮบริโดมาให้เป็นเซลล์เด่ียวด้วยวิธี 

limiting dilution  2-3 รอบ เพ่ือให้แน่ใจว่าเซลล์ไฮบริโดมาท่ีได้ยงัคงสามารถผลิตแอนติบอดีท่ี

สามารถจบักับ HSA รูปอิสระได้และเซลล์ไฮบริโดมาแต่ละเซลล์มาจากเซลล์ต้นกําเนิดเซลล์

เดียวกนั  
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ตารางที่ 4.3 ผลการหลอมรวมเซลล์ม้ามกบัเซลล์ไมอีโลมา ของหนทูดลองทัง้สามตวั 

หนู

ตวั

ท่ี 

ระดบั

แอนตบิอดี

ในซีรัมหนู

ก่อนหลอม

รวมเซลล์ 

จํานวน

หลมุ

ทัง้หมด 

จํานวน

หลมุท่ี

มีเซลล์

ไฮบริโด

มา 

จํานวนหลมุท่ีผลติ

แอนตบิอดีตอ่ HSA 

จํานวนหลมุท่ีผลติ

แอนตบิอดีตอ่  HSA 

อิสระ 
จํานวน

โคลนท่ี

ได้ จํานวน

หลมุ 

เปอร์เซน็ต์ 

(%) 

จํานวน

หลมุ 

เปอร์เซน็ต์ 

(%) 

1 1:64,000 576 203 108 53.20 28 25.93 0 

2 1:32,000 1,152 1,096 86 7.85 33 38.37 22 

3 1:16,000 2,304 1,108 159 14.35 19 11.95 6 

จากการนําเซลล์ม้ามของหนูตวัท่ี 1 มาหลอมรวมกบัเซลล์ไมอีโลมา หลงัการทํา 

limiting dilution ครัง้ท่ี 1 เม่ือนําอาหารเลีย้งเซลล์มาทดสอบด้วยวิธี indirect ELISA และ indirect 

competitive ELISA พบว่า ไม่มีเซลล์ไฮบริโดมาโคลนใดท่ีสามารถผลิตแอนติบอดีท่ีจําเพาะต่อ 

HSA ได้ ทัง้นีอ้าจเน่ืองจากโครโมโซมของเซลล์ไฮบริโดมาท่ีได้จากการหลอมรวมเซลล์ในครัง้นีมี้

ความไม่คงตัว ทําให้โครโมโซมท่ีเก่ียวข้องกับการผลิตแอนติบอดีถูกสลัดออกไปจากเซลล์ใน

ระหว่างการแบ่งตวัเพิ่มจํานวนเซลล์ สําหรับการหลอมรวมเซลล์ในครัง้ท่ี 2 และ 3 หลงัทําการ

คดัเลือกเซลล์ไฮบริโดมาท่ีผลติแอนตบิอดีท่ีจบัได้กบั HSA ในรูปอิสระ และทําการแยกเซลล์ให้เป็น

เซลล์เด่ียวด้วยวิธี limiting dilution 3 รอบแล้ว พบว่าเซลล์ไฮบริโดมาท่ีสามารถผลิตโมโนโคลนอล

แอนติบอดีท่ีจําเพาะต่อ HSA มีจํานวน 22 และ 6 โคลน ตามลําดบั ดงัตารางท่ี 4.4 และ 4.5 

จากนัน้นําเซลล์ไฮบริโดมาทัง้ 28 โคลนมาเลีย้งเพิ่มจํานวนเซลล์ เพ่ือนําเซลล์เก็บรักษาไว้ใน

ไนโตรเจนเหลว และนําอาหารเลีย้งเซลล์ของแตล่ะโคลนไปศกึษาลกัษณะสมบตัิเบือ้งต้นของโมโน

โคลนอลแอนตบิอดีตอ่ไป 
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ตารางที่ 4.4 โมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตได้จากการหลอมรวมเซลล์ม้ามจากหนตูวัท่ี 2 จาก

การทดสอบด้วยวิธี indirect competitive ELISA  

ลําดบัท่ี รหสัโคลน 
คา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 492 นาโนเมตร 

ไมมี่ HSA อิสระ 1 mg/ml HSA 

1 4/B11/G3/F3/A3 1.732 0.067 

2 4/B11/G3/F3/H2 1.728 0.070 

3 4/B11/G3/E7/H8 0.738 0.059 

4 4/B11/G3/B7/G12 1.032 0.058 

5 4/B11/G3/C10/D3 1.070 0.062 

6 4/B11/G3/C10/G4 1.305 0.065 

7 4/B11/G3/E12/C8 0.930 0.057 

8 4/B11/G3/E12/E5 0.921 0.062 

9 4/B11/G3/H11/D11 0.972 0.062 

10 4/B11/G3/H11/G11 0.102 0.059 

11 11/E12/D10/A3/G3 0.734 0.069 

12 11/E12/D10/C4/E6 0.766 0.062 

13 11/E12/D10/D4/G12 0.375 0.061 

14 11/E12/D10/E5/G2 0.594 0.058 

15 11/E12/D10/G5/H7 0.469 0.065 

16 11/E12/D10/G6/C12 0.708 0.059 

17 6/D1/D1/D2/G6 0.459 0.067 

18 6/D1/D1/G2/H7 0.739 0.077 

19 6/D1/D1/E3/G10 1.374 0.102 

20 6/D1/G1/E7/G5 0.832 0.075 

21 6/D1/G1/G7/G8 0.773 0.077 

22 6/D1/G1/D8/E10 0.677 0.070 
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ตารางที่ 4.5 โมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตได้จากการหลอมรวมเซลล์ม้ามจากหนตูวัท่ี 3 จาก

การทดสอบด้วยวิธี indirect competitive ELISA   

ลําดบัท่ี รหสัโคลน 
คา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 492 นาโนเมตร 

ไมมี่ HSA อิสระ 100 μg/ml HSA 

1 6/D2/D6/C11/A2 1.744 0.186 

2 6/D2/D6/C11/C3 1.752 0.214 

3 6/D2/D6/C11/E4 1.970 0.296 

4 6/D2/D6/C11/E5 1.555 0.186 

5 6/D2/D6/G11/A8 1.862 0.254 

6 6/D2/D6/G11/A9 1.757 0.198 

4.3 การศกึษาลกัษณะเบือ้งต้นของโมโนโคลนอลแอนตบิอดี 

4.3.1 การตรวจสอบไอโซไทป์ของโมโนโคลนอลแอนตบิอดีท่ีผลติได้ 

จากการตรวจสอบไอโซไทป์ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีทัง้ 28 โคลน ด้วยชุด

ตรวจสอบ isotyping kit ของบริษัท Sigma-Aldrich พบว่า โมโนโคลนอลแอนติบอดีสว่นใหญ่มีไอ

โซไทป์ชนิด IgG1 ยกเว้นโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน  6/D1/D1/D2/G6, 6/D1/D1/E3/G10, 

6/D1/G1/E7/G5, 6/D1/G1/G7/G8, และ 6/D1/G1/D8/E10 ซึง่จากการพิจารณาคา่การดดูกลืน

แสงท่ีได้จากการทดสอบชนิดไอโซไทป์ของแอนติบอดีโคลนดงักล่าว (ตารางท่ี ก.2 ภาคผนวก ก) 

พบว่าคา่การดดูกลืนแสงมีคา่สงูทัง้ไอไซไทป์ชนิด IgG1 และ IgA จึงมีความเป็นไปได้ท่ีแอนติบอดี

โคลนดงักล่าวยงัเป็นโพลีโคลนอลแอนติบอดีอยู่ ทัง้นีเ้น่ืองจาก แอนติบอดีท่ีมาจากเซลล์ไฮบริโด

มาเซลล์เดียวกนั จะต้องมีลกัษณะเหมือนกนัทกุประการ รวมถึงชนิดไอโซไทป์ ดงันัน้ หากต้องการ

นําแอนติบอดีโคลนดงักล่าวไปใช้งานต่อ จึงมีความจําเป็นต้องทําการ subclone อีก 2-3 รอบ 

เพ่ือให้แน่ใจวา่แอนตบิอดีโคลนดงักลา่ว เป็นโมโนโคลนอลแอนตบิอดีท่ีแท้จริง 



70 
 

 
 
รูปที่ 4.2 ผลการเปรียบเทียบการศกึษาชนิดไอโซไทป์ของโมโนโคลนอลแอนตบิอดีโคลนท่ี 1-14 

จากการตรวจสอบด้วยชดุตรวจสอบ isotyping kit 
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รูปที่ 4.3 ผลการเปรียบเทียบการศกึษาชนิดไอโซไทป์ของโมโนโคลนอลแอนตบิอดีโคลนท่ี 15-28

จากการตรวจสอบด้วยชดุตรวจสอบ isotyping kit 

4.3.2  การทดสอบความไว (sensitivity)ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีได้ต่อ 

HSA 

ทําการทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดี ด้วยวิ ธี  indirect 

competitive ELISA แตเ่น่ืองจากเซลล์ไฮบริโดมาจากแตล่ะโคลนมีความสามารถในการผลิตโมโน

โคลนอลแอนติบอดีท่ีแตกต่างกัน ทําให้ความเข้มข้นของแอนติบอดีท่ีอยู่ในอาหารเลีย้งเซลล์

แตกตา่งกนั ดงันัน้ก่อนทําการศกึษาความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดี จึงจําเป็นต้องทําการหา

ระดบัความเจือจางแอนติบอดีท่ีเหมาะสมกับปริมาณแอนติเจนท่ีเคลือบอยู่ท่ีก้นหลมุ ด้วยวิธี 

indirect ELISA โดยเลือกระดบัความเจือจางท่ีให้คา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 492 นาโน



72 
 

เมตร ในช่วงประมาณ 1.0-1.5 พบว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดีแตล่ะโคลนต้องใช้ระดบัการเจือจาง

ท่ีแตกตา่งกนั ดงัแสดงในตารางท่ี 4.6 

จากนัน้ทําการหาความไวของโมโนโคลนอลแอนตบิอดี โดยการหาคา่ IC50 ของโม

โนโคลนอลแอนติบอดีแต่ละโคลนด้วยวิธี indirect competitive ELISA โดยใช้ HSA รูปอิสระท่ี

ความเข้มข้น 10-3-103 μg/ml เป็นตวัแข่งขนั ดงัแสดงในตารางท่ี 4.7 (ตารางท่ี ก.3 และ รูปท่ี ก.1-

ก.7 ภาคผนวก ก)  

ตารางที่ 4.6 ระดบัการเจือจางโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีเหมาะสมของแต่ละโคลน จากการ

ทดสอบด้วยวิธี indirect ELISA  

ลําดบั รหสัโคลน 
คา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 492 นาโนเมตร 

- 1:50 1:100 1:200 1:400 1:800 1:1,600 1:3,200 

1 4/B11/G3/F3/A3 1.808 1.763 1.727 1.698 1.506 1.215 0.755 0.410 

2 4/B11/G3/F3/H2 1.920 1.817 1.731 1.666 1.264 0.768 0.450 0.318 

3 4/B11/G3/E7/H8 1.918 1.817 1.726 1.582 1.049 0.599 0.367 0.247 

4 4/B11/G3/B7/G12 1.915 1.825 1.771 1.752 1.333 0.845 0.479 0.323 

5 4/B11/G3/C10/D3 1.811 1.762 1.736 1.630 1.333 0.899 0.578 0.360 

6 4/B11/G3/C10/G4 1.923 1.843 1.786 1.785 1.598 1.035 0.642 0.408 

7 4/B11/G3/E12/C8 1.793 1.732 1.731 1.701 1.460 1.053 0.613 0.401 

8 4/B11/G3/E12/E5 1.888 1.813 1.854 1.847 1.724 1.439 0.873 0.521 

9 4/B11/G3/H11/D11 1.904 1.838 1.799 1.747 1.265 0.789 0.282 0.298 

10 4/B11/G3/H11/G11 1.830 1.777 1.744 1.650 1.282 1.029 0.538 0.335 

11 11/E12/D10/A3/G3 1.877 1.812 1.788 1.850 1.814 1.804 1.560 1.097 

12 11/E12/D10/C4/E6 1.899 1.835 1.793 1.857 1.805 1.829 1.598 1.187 

13 11/E12/D10/D4/G12 1.876 1.817 1.775 1.814 1.716 1.522 1.047 0.695 

14 11/E12/D10/E5/G2 1.901 1.814 1.782 1.856 1.799 1.749 1.492 0.988 

15 11/E12/D10/G5/H7 1.872 1.811 1.784 1.818 1.767 1.634 1.235 0.771 

16 11/E12/D10/G6/C12 1.887 1.842 1.769 1.854 1.799 1.822 1.572 1.109 

17 6/D1/D1/D2/G6 1.970 1.902 1.924 1.936 1.925 1.869 1.549 1.201 
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ตารางที่ 4.6 (ตอ่) ระดบัการเจือจางโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีเหมาะสมของแตล่ะโคลน จากการ

ทดสอบด้วยวิธี indirect ELISA  

ลําดบั รหสัโคลน 
คา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 492 นาโนเมตร 

- 1:50 1:100 1:200 1:400 1:800 1:1,600 1:3,200 

18 6/D1/D1/G2/H7 1.973 1.892 1.896 1.922 1.892 1.736 1.264 0.826 

19 6/D1/D1/E3/G10 2.006 1.892 1.926 1.935 1.931 1.891 1.457 0.899 

20 6/D1/G1/E7/G5 1.973 1.878 1.909 1.914 1.885 1.808 1.288 0.942 

21 6/D1/G1/G7/G8 1.958 1.883 1.873 1.887 1.856 1.745 1.363 1.067 

22 6/D1/G1/D8/E10 1.971 1.910 1.903 1.919 1.879 1.643 1.176 0.822 

23 6/D2/D6/C11/A2 2.141 2.108 1.960 1.664 1.253 0.676 0.402 0.372 

24 6/D2/D6/C11/C3 2.220 2.116 1.994 1.799 1.436 0.661 0.391 0.284 

25 6/D2/D6/C11/E4 2.152 2.107 2.084 1.942 1.707 0.946 0.601 0.398 

26 6/D2/D6/C11/E5 2.186 2.129 1.966 1.748 1.377 0.813 0.434 0.412 

27 6/D2/D6/G11/A8 2.101 2.119 2.027 1.904 1.484 0.872 0.468 0.356 

28 6/D2/D6/G11/A9 2.069 2.053 1.891 1.742 1.439 0.873 0.364 0.298 

ตารางที่ 4.7 ผลการทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีแต่ละโคลน จากการทดสอบ

ด้วยวิธี indirect competitive ELISA  

ลําดบัท่ี รหสัโคลน IC50 (μg/ml) 

1 4/B11/G3/F3/A3 0.88 

2 4/B11/G3/F3/H2 0.26 

3 4/B11/G3/E7/H8 0.28 

4 4/B11/G3/B7/G12 0.38 

5 4/B11/G3/C10/D3 3.23 

6 4/B11/G3/C10/G4 0.29 

7 4/B11/G3/E12/C8 3.0 

8 4/B11/G3/E12/E5 0.59 

9 4/B11/G3/H11/D11 0.59 

10 4/B11/G3/H11/G11 0.76 

11 11/E12/D10/A3/G3 0.20 
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ตารางที่ 4.7 (ต่อ) ผลการทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีแต่ละโคลน จากการ

ทดสอบด้วยวิธี indirect competitive ELISA  

ลําดบัท่ี รหสัโคลน IC50 (μg/ml) 

12 11/E12/D10/C4/E6 0.20 

13 11/E12/D10/D4/G12 0.34 

14 11/E12/D10/E5/G2 0.19 

15 11/E12/D10/G5/H7 0.31 

16 11/E12/D10/G6/C12 0.17 

17 6/D1/D1/D2/G6 5.03 

18 6/D1/D1/G2/H7 6.86 

19 6/D1/D1/E3/G10 8.88 

20 6/D1/G1/E7/G5 6.50 

21 6/D1/G1/G7/G8 9.46 

22 6/D1/G1/D8/E10 7.58 

23 6/D2/D6/C11/A2 2.42 

24 6/D2/D6/C11/C3 2.34 

25 6/D2/D6/C11/E4 6.30 

26 6/D2/D6/C11/E5 2.13 

27 6/D2/D6/G11/A8 0.38 

28 6/D2/D6/G11/A9 0.27 

. 

จากผลการทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนตบิอดีทัง้ 28 โคลน พบวา่โคลน

ท่ีให้คา่ความไวสงูท่ีสดุ คือ โคลน 11/E12/D10/G6/C12 โดยมีคา่ IC50 เท่ากบั 0.17 ไมโครกรัมตอ่

มิลลิลิตร อย่างไรก็ตาม เม่ือพิจารณาจากค่าอลับูมินในปัสสาวะท่ีควรตรวจวดัได้ ซึ่งเท่ากับ 30 

มิลลกิรัมตอ่ลติร (30 ไมโครกรัมตอ่มิลลลิติร) พบวา่โมโนโคลนอลแอนตบิอดีทกุโคลน มีความไวสงู

กว่าคา่ท่ีควรตรวจวดัได้ ดงันัน้แอนติบอดีท่ีผลิตได้ทัง้ 28 โคลน จึงมีศกัยภาพด้านความไวในการ

นําไปประยกุต์ใช้ในการตรวจวิเคราะห์ปริมาณอลับมูินในปัสสาวะตอ่ไปได้  
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4.3.2  การทดสอบความจําเพาะ (specificity) เบือ้งต้นของโมโนโคลนอล

แอนตบิอดีท่ีได้ 

นําโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตได้ ท่ีระดบัการเจือจางท่ีเหมาะสม มาทําการ

ทดสอบความจําเพาะด้วยวิธี indirect competitive ELISA โดยดูจากค่าเปอร์เซ็นต์การ

เกิดปฏิกิริยาข้ามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ่สารท่ีนํามาทดสอบ ได้แก่ BSA, Hb, Ig, โดย

ความเข้มข้นของสารอิสระท่ีใช้ในการแย่งจบักบัแอนติบอดีคือ 500 μg/ml ซึง่คา่การดดูกลืนแสงท่ี

ได้มีการลดลงไม่ถึงคร่ึงหนึ่งเม่ือเปรียบเทียบกับค่าการดดูกลืนแสงท่ีไม่เติมสารแข่งขนั แสดงว่า 

ต้องใช้ความเข้มข้นของสารท่ีนํามาทดสอบมากกว่า 500 μg/ml จึงจะทําให้ค่าการดดูกลืนแสง

ลดลงคร่ึงหนึ่ง ดงันัน้ คา่ IC50 ของสารท่ีนํามาทดสอบจะต้องมีค่ามากกว่า 500 μg/ml ในท่ีนีไ้ด้

กําหนดความเข้มข้นของสารสงูสดุท่ีนํามาทดสอบเท่ากบั 500 μg/ml เท่านัน้ จากนัน้นําค่า IC50 

ดงักล่าวมาคํานวณค่าเปอร์เซ็นต์การเกิดปฏิกิริยาข้าม ดังแสดงในตารางท่ี 4.8 (ตารางท่ี ก.4 

ภาคผนวก ก) โดยจากการทดสอบ พบว่า โมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตได้มีความจําเพาะ

ตอ่อลับมูิน โดยสามารถทําปฏิกิริยากบัอลับมูินได้ 100% และเกิดปฏิกิริยาข้ามกบัโปรตีนชนิดอ่ืน

ท่ีนํามาทดสอบต่ํา จากผลการทดสอบความจําเพาะ จึงสรุปได้ว่า โมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิต

ได้ มีความจําเพาะตอ่ HSA รูปอิสระ ไมเ่กิดปฏิกิริยาข้ามกบัสารอ่ืนท่ีนํามาทดสอบ  
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ตารางที่ 4.8 ค่าเปอร์เซ็นต์การเกิดปฏิกิริยาข้ามเบือ้งต้นของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตได้ 

จากการทดสอบ ด้วยวิธี indirect competitive ELISA  

ลําดบัท่ี รหสัโคลน 
เปอร์เซน็ต์การเกิดปฏิกิริยาข้าม 

HSA Ig BSA Hb 
1 4/B11/G3/F3/A3 100 < 0.35 < 0.35 < 0.35 
2 4/B11/G3/F3/H2 100 < 0.10 < 0.10 < 0.10 
3 4/B11/G3/E7/H8 100 < 0.11 < 0.11 < 0.11 
4 4/B11/G3/B7/G12 100 < 0.15 < 0.15 < 0.15 
5 4/B11/G3/C10/D3 100 < 1.29 < 1.29 < 1.29 
6 4/B11/G3/C10/G4 100 < 0.12 < 0.12 < 0.12 
7 4/B11/G3/E12/C8 100 < 1.20 < 1.20 < 1.20 
8 4/B11/G3/E12/E5 100 < 0.23 < 0.23 < 0.23 
9 4/B11/G3/H11/D11 100 < 0.24 < 0.24 < 0.24 
10 4/B11/G3/H11/G11 100 < 0.30 < 0.30 < 0.30 
11 11/E12/D10/A3/G3 100 < 0.08 < 0.08 < 0.08 
12 11/E12/D10/C4/E6 100 < 0.08 < 0.08 < 0.08 
13 11/E12/D10/D4/G12 100 < 0.14 < 0.14 < 0.14 
14 11/E12/D10/E5/G2 100 < 0.08 < 0.08 < 0.08 
15 11/E12/D10/G5/H7 100 < 0.12 < 0.12 < 0.12 
16 11/E12/D10/G6/C12 100 < 0.07 < 0.07 < 0.07 
17 6/D1/D1/D2/G6 100 < 2.01 < 2.01 < 2.01 
18 6/D1/D1/G2/H7 100 < 2.75 < 2.75 < 2.75 
19 6/D1/D1/E3/G10 100 < 3.55 < 3.55 < 3.55 
20 6/D1/G1/E7/G5 100 < 2.60 < 2.60 < 2.60 
21 6/D1/G1/G7/G8 100 < 3.78 < 3.78 < 3.78 
22 6/D1/G1/D8/E10 100 < 3.03 < 3.03 < 3.03 
23 6/D2/D6/C11/A2 100 < 0.97 < 0.97 < 0.97 
24 6/D2/D6/C11/C3 100 < 0.93 < 0.93 < 0.93 
25 6/D2/D6/C11/E4 100 < 2.52 < 2.52 < 2.52 
26 6/D2/D6/C11/E5 100 < 0.85 < 0.85 < 0.85 
27 6/D2/D6/G11/A8 100 < 0.15 < 0.15 < 0.15 
28 6/D2/D6/G11/A9 100 < 0.11 < 0.11 < 0.11 
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  เม่ือพิจารณาจากผลการทดสอบความไว และความจําเพาะของโมโนโคลนอล

แอนติบอดีท่ีผลิตได้ทัง้ 28 โคลน เพ่ือเลือกโคลนท่ีมีลกัษณะสมบตัิดีท่ีสดุมาเลีย้งเพิ่มจํานวนและ

ทําให้บริสทุธ์ิต่อไป ซึง่พบว่าแอนติบอดีแต่ละโคลนมีความไวสงูกว่าค่าท่ีควรตรวจวดัได้ทุกโคลน 

และมีความจําเพาะตอ่อลับมูินสงู และเกิดปฏิกิริยาข้ามกบัโปรตีนอ่ืนต่ํา แตเ่ม่ือนําคา่การดดูกลืน

แสงจากการทดสอบความจําเพาะด้วยวิธี indirect competitive ELISA (ตารางท่ี ก.4 ภาคผนวก 

ก) มาพิจารณาความสามารถในการยบัยัง้สารอิสระได้ของแอนตบิอดี (ตารางท่ี ก. 5 ภาคผนวก ก)

โดยพิจารณาจากค่าการดดูกลืนแสงท่ีลดลงเม่ือมีสารอิสระเทียบกบัค่าการดดูกลืนแสงเม่ือไม่มี

สารอิสระ  จะพบว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 4/B11/G3/F3/H2, 4/B11/G3/E12/E5, และ 

4/B11/G3/H11/G11 สามารถยบัยัง้ HSA รูปอิสระได้ 93.29%, 95.30%, และ 93.40% 

ตามลําดบั และยบัยัง้สารอิสระชนิดอ่ืนท่ีทดสอบได้น้อย นัน่คือ โมโนโคลนอลแอนติบอดีทัง้สาม

โคลนดงักล่าว เกิดปฏิกิริยาข้ามกับโปรตีนชนิดอ่ืนได้น้อยสดุ เม่ือเทียบกับแอนติบอดีโคลนอ่ืนๆ 

ดงันัน้ จึงเลือกโคลน 4/B11/G3/F3/H2, 4/B11/G3/E12/E5, และ 4/B11/G3/H11/G11 ไปทําการ

เลีย้งเพิ่มจํานวน ก่อนนําไปทําให้บริสทุธ์ิตอ่ไป โดยลกัษณะสมบตัิของโคลนทัง้ 3 สามารถสรุปได้

ดงัตารางท่ี 4.9 

ตารางที่ 4.9 สรุปลักษณะสมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 4/B11/G3/F3/H2, 

4/B11/G3/E12/E5, และ 4/B11/G3/H11/G11 ซึง่จะนําไปทําการให้บริสทุธ์ิตอ่ไป 

รหสัโคลน ไอโซไทป์ 
IC50 

(μg/ml) 

% การเกิดปฏิกิริยาข้าม 

HSA Immunoglobulin BSA Hemoglobin 

4/B11/G3/F3/H2 IgG1 0.25 100 0.10 0.10 0.10 

4/B11/G3/E12/E5 IgG1 0.59 100 0.23 0.23 0.23 

4/B11/G3/H11/G11 IgG1 0.76 100 0.30 0.30 0.30 

4.4 การทําโมโนโคลนอลแอนตบิอดีให้บริสทุธ์ิ 

4.4.1  การทําโมโนโคลนอลแอนตบิอดีให้บริสทุธ์ิ 

  นําโมโนโคลนอลแอนติบอดีทัง้  3 โคลน  คือ  4/B11/G3/F3/H2, 

4/B11/G3/E12/E5, และ 4/B11/G3/H11/G11 ซึ่งเป็นโคลนท่ีมีความไวต่อ HSA สูงและมี

ความจําเพาะต่อ HSA รูปอิสระ มาทําการเลีย้งเพ่ือเพิ่มจํานวนเซลล์ไฮบริโดมาในอาหารเลีย้ง

เซลล์ปริมาตร 800 มิลลลิติร เม่ือทําการเลีย้งจนได้แอนตบิอดีสะสมอยูใ่นอาหารเลีย้งเซลล์ปริมาณ
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มากแล้ว จงึนําแอนตบิอดีท่ีได้ มาทําให้บริสทุธ์ิด้วยวิธี affinity chromatography โดยในภาวะ pH 

7.0 โปรตีนจีเซฟาโรสซึง่บรรจอุยู่ในคอลมัน์จะทําหน้าท่ียดึจบักบั Fc region ของแอนติบอดี และ

สามารถแยกแอนติบอดีออกจากโปรตีนจีได้โดยการใช้กรด ดังนัน้เม่ือทําการล้างคอลัมน์ด้วย

บฟัเฟอร์ท่ี pH 2.7 แอนติบอดีท่ีอยู่ในคอลมัน์ก็จะหลดุออกมา นําสารละลายท่ีเก็บได้แตล่ะแฟรค

ชนัไปวดัปริมาณโปรตีนโดยนําไปวดัค่าการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร และ

ตรวจสอบแอนติบอดีในแต่ละแฟรคชนัด้วยวิธี indirect ELISA โดยใช้ระดบัการเจือจางเท่ากบั 

1:2,000 ดงัแสดงในรูปท่ี 4.4 (ตารางท่ี ก.6 ภาคผนวก ก) 

 

รูปที่ 4.4 โครมาโทแกรมจากการทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 4/B11/G3/F3/H2 ให้บริสทุธ์ิ

ด้วยวิธี affinity chromatography โดยใช้คอลมัน์โปรตีนจีเซฟาโรส ขนาด 1.5x5 เซนติเมตร และ

ทําการล้างคอลมัน์ด้วย glycine hydrochloride pH 2.7 โดยใช้อตัราการไหล 1 มิลลิลิตรตอ่นาที 

เก็บตวัอยา่ง 31 แฟรคชนั แฟรคชนัละ 1 มิลลลิติร 

  จากโครมาโทแกรม พบว่า แฟรคชนัท่ี 6-13 มีคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 

280 นาโนเมตร ซึ่งเป็นการวดัปริมาณโปรตีนท่ีสงู ซึ่งสอดคล้องกบัผลจากการทดสอบด้วยวิธี 

indirect ELISA ท่ีพบว่ามีแอนติบอดีอยู่ในแฟรคชนัท่ี 6-13 ดงันัน้ จึงนําสารละลายแฟรคชนั
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ดงักล่าว มารวมกนั จากนัน้ นําโมโนโคลนอลแอนติบอดีไปทําให้เข้มข้นขึน้ โดยนําไปไดอะไลซิส

ด้วย PBS  

4.4.2  การหาปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Bichoninic acid assay (BCA) 

  นําอาหารเลีย้งเซลล์ก่อนการทําให้บริสทุธ์ิและโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีทําให้

บริสทุธ์ิแล้ว มาหาปริมาณโปรตีนด้วยวิธี BCA โดยเปรียบเทียบค่าการดดูกลืนแสงท่ีได้กบักราฟ

โปรตีนมาตรฐาน BSA (ตารางท่ี ก.7 และรูปท่ี ก.8 ภาคผนวก ก) พบว่าความเข้นข้นของโปรตีนใน

อาหารเลีย้งเซลล์ของโคลน 4/B11/G3/F3/H2, 4/B11/G3/E12/E5, และ 4/B11/G3/H11/G11 

ก่อนการทําให้บริสทุธ์ิ มีคา่เท่ากบั 5.28, 5.06, และ 4.55 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร ตามลําดบั และ

ความเข้นข้นของโปรตีนในสารละลายโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลงัทําให้บริสทุธ์ิมีคา่เท่ากบั 1.80, 

1.74, และ 2.28 มิลลกิรัมตอ่มิลลลิติร ตามลําดบั ดงัตารางท่ี 4.10 

ตารางที่ 4.10 ปริมาณโปรตีนในอาหารเลีย้งเซลล์ก่อนทําให้บริสทุธ์ิและในสารละลายโมโน

โคลนอลแอนตบิอดีหลงัทําให้บริสทุธ์ิจากการทดสอบด้วยวิธี BCA 

โคลน 

ก่อนทําให้บริสทุธ์ิ หลงัทําให้บริสทุธ์ิ 

ปริมาตร 

(ml) 

ความ

เข้มข้น 

(mg/ml) 

รวม 

(mg) 

ปริมาตร 

(ml) 

ความ

เข้มข้น 

(mg/ml) 

รวม 

(mg) 

4/B11/G3/F3/H2 800 5.28 4,224 14 1.80 25.20 

4/B11/G3/E12/E5 800 5.06 4,048 19.4 1.74 33.76 

4/B11/G3/H11/G11 800 4.55 3,640 11.5 2.28 26.22 

4.5 การหามวลโมเลกลุของโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลงัการทําให้บริสทุธ์ิ 

  ทํ ากา รตรวจสอบความบ ริสุท ธ์ิ ขอ ง โม โน โคลนอลแอนติบอ ดี โคลน 

4/B11/G3/F3/H2, 4/B11/G3/E12/E5, และ 4/B11/G3/H11/G11 หลงัผ่านการทําให้บริสทุธ์ิ ด้วย

วิธี SDS-PAGE ดงัรูปท่ี 4.5 จากนัน้ หานํา้หนกัโมเลกุลของแถบโปรตีน โดยนําค่า relative 

mobility (Rf) ของแถบโปรตีนท่ีต้องการหานํา้หนกัโมเลกุลไปเปรียบเทียบกบักราฟของโปรตีน

มาตรฐานซึ่งทราบนํา้หนกัโมเลกุลแล้ว (รูปท่ี 4.6) พบว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลงัการทําให้

บริสทุธ์ิ (Lane 4, 5, และ 6) จะเห็นเฉพาะแถบโปรตีนแอนติบอดีเพียงเท่านัน้ ซึง่แยกเป็นแถบ
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โปรตีนสายสัน้ (Light chain) และแถบโปรตีนสายยาว (Heavy chain)  โดยมีนํา้หนกัโมเลกุล

เท่ากบั 29 และ 54 กิโลดลัตนั ตามลําดบั แตไ่ม่ปรากฏแถบโปรตีนจากซีรัมววัเม่ือเปรียบเทียบกบั

โมโนโคลนอลแอนตบิอดีก่อนการทําให้บริสทุธ์ิ (Lane 1)  

 
รูปที่  4.5 ผลการตรวจสอบความบริสุทธ์ิของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลน 

4/B11/G3/F3/H2, 4/B11/G3/E12/E5, และ 4/B11/G3/H11/G11 หลงัการทําให้บริสทุธ์ิ ด้วยวิธี 

SDS-PAGE; M, Molecular weight protein markers; 1, อาหารเลีย้งเซลล์ท่ีมี mAb ก่อนทําให้

บริสทุธ์ิ; 2, อาหารเลีย้งเซลล์ท่ีมีเฉพาะ 20% FCS; 3, FCS; 4, mAb โคลน 4/B11/G3/F3/H2 หลงั

ทําให้บริสทุธ์ิ; 5, mAb โคลน 4/B11/G3/E12/E5 หลงัทําให้บริสทุธ์ิ; 5, mAb โคลน 

4/B11/G3/H11/G11 หลงัทําให้บริสทุธ์ิ 
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รูปที่ 4.6 กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งนํา้หนกัโมเลกลุ (kDa) กบัคา่ Rf ของ Molecular 

weight marker  
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ตารางที่ 4.11 คา่ Rf และนํา้หนกัโมเลกลุของโมโนโคลนอลแอนติบอดีบอดีหลงัการทําให้บริสทุธ์ิ 

โปรตีน มวลโมเลกลุ (kDa) Relative mobility (Rf) 

แถบโปรตีน A 135 0.07 

แถบโปรตีน B 95 0.16 

แถบโปรตีน C 72 0.24 

แถบโปรตีน D 52 0.36 

แถบโปรตีน E 42 0.49 

แถบโปรตีน F 34 0.63 

แถบโปรตีน G 26 0.76 

แถบโปรตีน H 17 1 

Heavy chain 54 0.36 

Light chain 29 0.70 

4.6 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนตบิอดีตอ่ HSA หลงัทําให้บริสทุธ์ิ 

  ทําการหาความเข้มข้นท่ีเหมาะสมระหว่างแอนติเจนท่ีใช้เคลือบก้นหลุมจาน

ทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลมุกบัโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลงัทําให้บริสทุธ์ิแล้ว ด้วยวิธี indirect 

ELISA ดงัแสดงในตารางท่ี 4.12 – 4.14 เลือกความเข้มข้นท่ีทําให้คา่การดดูกลืนแสงท่ี 492 นาโน

เมตร มีค่าประมาณ 1 พบว่าความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 

4/B11/G3/F3/H2, 4/B11/G3/E12/E5, และ 4/B11/G3/H11/G11 มีคา่เท่ากบั 0.1, 0.25, และ 0.5 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และความเข้มข้นของแอนติเจนท่ีเหมาะสมท่ีใช้ในการเคลือบก้นหลุม

สําหรับโคลน 4/B11/G3/F3/H2, 4/B11/G3/E12/E5, และ 4/B11/G3/H11/G11 เท่ากบั 0.5, 1, 

และ 1.0 ไมโครกรัมตอ่มิลลลิติร ตามลําดบั จากนัน้ทําการหาความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดี

ของแตล่ะโคลนด้วยวิธี indirect competitive ELISA โดยใช้สาร HSA อิสระความเข้มข้น 103-10-3 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นตัวแข่งขัน พบว่า IC50 ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 

4/B11/G3/F3/H2, 4/B11/G3/E12/E5, และ 4/B11/G3/H11/G11 มีคา่เท่ากบั 0.39, 0.31, และ 

0.30 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลําดบั และค่า LOD ของแอนติบอดีโคลน 4/B11/G3/F3/H2, 

4/B11/G3/E12/E5, และ 4/B11/G3/H11/G11 มีคา่เท่ากบั 0.021, 0.015, และ 0.004 ไมโครกรัม

ตอ่มิลลลิติร ตามลําดบั ดงัแสดงในรูปท่ี 4.7 (ตารางท่ี ก.8-10 ภาคผนวก ก)  
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ตารางที่ 4.12 ผลการทดสอบหาความเข้มข้นท่ีเหมาะสมระหว่างโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 

4/B11/G3/F3/H2 หลงัทําให้บริสทุธ์ิ และแอนตเิจนท่ีใช้เคลือบก้นหลมุ ด้วยวิธี indirect ELISA  

HSA 

(μg/ml) 

คา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 492 นาโนเมตร 

แอนตบิอดีโคลน 4/B11/G3/F3/H2 (μg/ml) 

0.05 0.1 0.25 0.5 1 2.5 5 

0.25 0.426 0.498 0.655 0.913 0.934 0.947 0.974 

0.5 0.773 0.956 1.326 1.688 1.670 1.693 1.717 

1 1.090 1.164 1.593 1.868 1.866 1.850 1.851 

1.25 1.002 1.106 1.619 1.883 1.890 1.889 1.894 

2.5 1.156 1.198 1.669 1.958 1.981 1.975 1.914 

5 1.165 1.116 1.600 1.952 1.996 2.029 1.932 

10 1.190 1.152 1.656 1.967 1.937 1.965 1.884 

ตารางที่ 4.13 ผลการทดสอบหาความเข้มข้นท่ีเหมาะสมระหว่างโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 

4/B11/G3/E12/E5 หลงัทําให้บริสทุธ์ิ และแอนตเิจนท่ีใช้เคลือบก้นหลมุ ด้วยวิธี indirect ELISA  

HSA 

(μg/ml) 

คา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 492 นาโนเมตร 

แอนตบิอดีโคลน 4/B11/G3/E12/E5 (μg/ml) 

0.05 0.1 0.25 0.5 1 2.5 5 

0.25 0.234 0.393 0.590 0.737 0.866 0.970 0.980 

0.5 0.415 0.778 1.076 1.393 1.586 1.659 1.647 

1 0.504 0.900 1.300 1.645 1.803 1.830 1.860 

1.25 0.487 0.868 1.342 1.668 1.803 1.852 1.840 

2.5 0.541 0.985 1.424 1.742 1.931 1.960 1.917 

5 0.541 0.941 1.439 1.778 1.926 1.951 1.946 

10 0.534 0.971 1.428 1.717 1.912 1.968 1.888 
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ตารางที่ 4.14 ผลการทดสอบหาความเข้มข้นท่ีเหมาะสมระหว่างโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 

4/B11/G3/H11/G11 หลงัทําให้บริสทุธ์ิ และแอนตเิจนท่ีใช้เคลือบก้นหลมุ ด้วยวิธี indirect ELISA  

HSA 

(μg/ml) 

คา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 492 นาโนเมตร 

แอนตบิอดีโคลน 4/B11/G3/H11/G11 (μg/ml) 

0.05 0.1 0.25 0.5 1 2.5 5 

0.25 0.159 0.274 0.432 0.597 0.748 0.838 0.888 

0.5 0.286 0.494 0.793 1.226 1.478 1.622 1.640 

1 0.340 0.633 1.065 1.441 1.725 1.815 1.847 

1.25 0.337 0.618 1.008 1.500 1.713 1.848 1.847 

2.5 0.370 0.685 1.068 1.546 1.849 1.914 1.888 

5 0.355 0.620 1.080 1.488 1.848 1.897 1.951 

10 0.353 0.686 1.094 1.494 1.890 1.898 1.909 

เม่ือเปรียบเทียบ IC50 ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 4/B11/G3/F3/H2, 

4/B11/G3/E12/E5, และ 4/B11/G3/H11/G11 ระหว่างก่อนและหลงัการทําให้บริสทุธ์ิ พบว่า IC50  

ของโคลน 4/B11/G3/F3/H2 หลงัทําให้บริสทุธ์ิ (0.39 μg/ml) ต่ํากว่าก่อนการทําให้บริสทุธ์ิ (0.26 

μg/ml) เล็กน้อย ส่วนแอนติบอดีโคลน 4/B11/G3/E12/E5 และ 4/B11/G3/H11/G11 พบว่า IC50 

หลงัทําให้บริสทุธ์ิ (0.31 μg/ml และ 0.30 μg/ml ตามลําดบั) สงูกว่าก่อนการทําให้บริสทุธ์ิ (0.59 

μg/ml และ 0.76 μg/ml ตามลําดบั) ทัง้นีเ้น่ืองจากขัน้ตอนในการทําแอนติบอดีให้บริสทุธ์ิ ได้มีการ

กําจดัโปรตีนชนิดอ่ืนท่ีปนเปือ้นซึง่รบกวนการทํางานของแอนติบอดีออกไป จึงทําให้ IC50 หลงัการ

ทําให้บริสทุธ์ิดีกวา่ก่อนการทําให้บริสทุธ์ิ 
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รูปที่ 4.7 ความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 4/B11/G3/F3/H2, 4/B11/G3/E12/E5, และ 

4/B11/G3/H11/G11 ตอ่ HSA จากการทดสอบด้วยวิธี indirect competitive ELISA  

4.7 การทดสอบความสามารถเบือ้งต้นของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 

4/B11/G3/H11/G11 ในการวิเคราะห์ปริมาณอลับมูินในสิ่งตวัอย่างด้วยวิธี Indirect competitive 

ELISA  

4.7.1 การทดสอบหาช่วงมาตรฐานสําหรับการตรวจวดั 

เม่ือนําสารละลายอัลบูมินมาตรฐานท่ีความเข้มข้น 102-10-2 ไมโครกรัมต่อ

มิลลลิติร มาทดสอบด้วยวิธี indirect competitive ELISA นําคา่การดดูกลืนแสงท่ีได้มาสร้างกราฟ

มาตรฐานระหว่างความสมัพนัธ์ของ %B/B0 และความเข้มข้นของสารละลายอลับมูินในรูปของ

ลอการิทึม ดงัรูปท่ี 4.8 พบว่ากราฟมีความช่วงความเป็นเส้นตรงระหว่าง 0.70-40 μg/ml (r2 = 

0.998)  
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รูปที่ 4.8 กราฟมาตรฐานสําหรับการตรวจวัดปริมาณไมโครอัลบูมินในสิ่งตวัอย่าง ด้วยวิธี 

indirect competitive ELISA  

4.7.2 การหาคา่ความเข้มข้นน้อยท่ีสดุท่ีสามารถตรวจวดัได้ (Limit of detection, 

LOD)  

เม่ือทําการศกึษาค่าความเข้มข้นของอลับมูินท่ีต่ําท่ีสดุท่ีสามารถตรวจวดัด้วยวิธี 

indirect competitive ELISA โดยทําการตรวจวดั PBS pH 7.4 ความเข้มข้น 0.01 โมลาร์ แทน

สารละลายอัลบูมิน นําค่าการตรวจวัดท่ีได้ มาคํานวณหาค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน และ

คํานวณหาคา่ LOD พบวา่มีคา่เท่ากบั 0.057 μg/ml  
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ตารางที่ 4.15 ผลการทดสอบหาคา่ LOD ของไมโครอลับมูินด้วยวิธี indirect competitive ELISA 

 

 

 

 

 

 

 

4.7.3 การตรวจวดัปริมาณอัลบูมินในสิ่งตวัอย่างเปรียบเทียบกับวิธีท่ีใช้ใน

ห้องปฏิบตักิาร 

 นํา control urine microalbumin ท่ีความเข้นข้นต่างๆกนั ไปป่ันตกตะกอนท่ี

ความเร็ว 1,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที นําส่วนใสท่ีได้มาทําการตรวจวดัด้วยวิธี indirect 

competitive ELISA และวิธี nephelometry ผลการวิเคราะห์ท่ีได้ แสดงดงัตารางท่ี 4.16 จากนัน้

นําผลท่ีได้จากการตรวจวัดมาเปรียบเทียบกัน โดยใช้การคํานวณทางสถิติด้วยโปรแกรม pair 

sample T-test จากสมมุติฐานท่ีว่า การตรวจวัดปริมาณไมโครอลับูมินด้วยวิธี indirect 

competitive ELISA และวิธี nephelometry ไม่มีความแตกตา่งกนั และจากการวิเคราะห์พบว่า ท่ี

ระดบัความเช่ือมัน่ 95% พบว่าคา่ท่ีได้จากการตรวจวดัจากสองวิธี มีความแตกต่างกนัอย่างไม่มี

นยัสําคญั โดยให้ค่า p = 0.169 (ตารางท่ี 4.17) และการตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูินด้วยวิธี 

indirect competitive ELISA และวิธี nephelometry มีความสมัพนัธ์กนัโดยมีคา่ r2 = 0.971 

 

 

 

 

 

 

คา่ทางสถิต ิ ไมโครอลับมูิน 

B0 1.079 

คา่สว่นเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) 0.05101 

3*SD 0.15304 

คา่ความชนั 16.16 

LOD 0.057 (μg/ml) 
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ตารางที่ 16 ผลการตรวจวิเคราะห์ปริมาณไมโครอัลบูมินในสิ่งตวัอย่าง ด้วยวิธี indirect 

competitive ELISA และวิธี immunonephelometry 

ตวัอยา่ง 

ปริมาณไมโครอลับมูินในสิง่ตวัอยา่งท่ีตรวจวดัได้  

(μg/ml) 

วิธี indirect competitive ELISA ท่ีพฒันาขึน้  วิธี immunonephelometry 

1 5.93 16.00 

2                                14.00 29.00 

3                                28.00 57.00 

4                                49.23 41.50 

5                                50.23 81.00 

6                              240.00 217.00 

7                              183.00 221.00 

ตารางที่ 4.17 คา่สถิติท่ีได้จากการวิเคราะห์ความสมัพนัธ์ของการตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูิน

ระหวา่งวิธี indirect competitive ELISA และวิธี nephelometry 

 Mean N Std. Deviation 
Std. Error 

Mean t 
Sig  
(2-

tailed) 
Pair 1 ELISA 81.5486 7 91.78247 34.69051  

  Nephelometry 94.6429 7 87.42459 33.04339 -1.561 0.169

4.7.4 การทดสอบความแม่นยํา (precision) ของวิธี indirect competitive 

ELISA ท่ีพฒันาขึน้ 

  จากการทํา Intra-variation assay และ Inter-variation assay  และนําข้อมลูท่ี

ได้มาคํานวณหาคา่ร้อยละของสมัประสิทธ์ิความแปรปรวน (%CV) พบว่า intra-variation assay 

ให้คา่ %CV อยู่ในช่วง 3.02 – 4.23 และ inter-variation assay ให้คา่ %CV อยู่ในช่วง 15.02 – 

16.79 ดงัตารางท่ี 4.18 ซึง่มีคา่ต่ํากวา่ 20 จงึอยูใ่นช่วงท่ียอมรับได้  
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ตารางที่ 4.18 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของการตรวจวิเคราะห์ปริมาณไมโครอลับมูินในสิ่ง

ตวัอยา่งด้วยวิธี indirect competitive ELISA ท่ีพฒันาขึน้ 

สิง่ตวัอยา่ง 

Intra-variation assay  

(n = 12) 

Inter-variation assay  

(N = 8) 

mean SD %CV mean SD %CV 

1 0.814 0.03 3.05 0.851 0.14 16.79 

2 0.987 0.04 4.23 0.996 0.17 16.70 

3 1.148 0.03 3.02 1.175 0.18 15.02 

หมายเหต ุ n คือ จํานวนซํา้ของตวัอยา่ง 

  N คือ จํานวนครัง้ของการทดลอง  

 

 



บทที่ 5 

สรุปผลการวจิัย อภปิรายผลและข้อเสนอแนะ 

 ในงานวิจยัครัง้นีมี้วตัถปุระสงค์เพ่ือผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่ออลับมูินจาก

ซีรัมคน ซึ่งอลับูมินเป็นโปรตีนท่ีมีนํา้หนกัโมเลกุลประมาณ 66 กิโลดลัตนั จึงมีคณุสมบตัิเป็น

แอนตเิจนท่ีมีความสามารถในการกระตุ้นให้เกิดการตอบสนองทางภมูิคุ้มกนัได้ดี  สามารถนําอลับู

มินจากซีรัมคนท่ีมีความบริสทุธ์ิและมีจําหน่ายทางการค้า มาใช้ฉีดกระตุ้นหนูทดลองได้โดยตรง 

โดยไม่จําเป็นต้องทําการเช่ือมตอ่กบั hapten จากการฉีดกระตุ้นหน ูBALB/c ทัง้ 3 ตวั จํานวน 4 

ครัง้ พบว่าหนูทดลองมีการตอบสนองท่ีดีต่อแอนติเจนท่ีได้รับ โดยเม่ือนําซีรัมของหนูมาตรวจหา

ระดบัแอนติบอดี พบว่าระดบัแอนติบอดีของหนทูดลองทัง้ 3 ตวัมีคา่เท่ากบั 1:64,000, 1:32,000, 

และ 1:16,000 ตามลําดบั และจากการทดสอบความจําเพาะของแอนติบอดีในซีรัมตอ่ HSA และ 

BSA พบว่า แอนติบอดีในซีรัมหนมีูความจําเพาะตอ่ HSA ในรูปอิสระ ดงันัน้จึงนําเซลล์ม้ามของ

หนทูัง้ 3 ตวั มาทําการหลอมรวมกบัเซลล์ไมอีโลมา สายพนัธุ์ SP2/0 และประสบความสําเร็จใน

การผลติโมโนโคลนอลแอนตบิอดี จากการหลอมรวมเซลล์ม้ามของหนตูวัท่ี 2 และ 3 แตไ่มส่ามารถ

ผลติโมโนโคลนอลแอนตบิอดีจากเซลล์ม้ามของหนทูดลองตวัท่ี 1 ได้ เน่ืองจากเม่ือนําเซลล์ม้ามมา

หลอมรวมกบัเซลล์ไมอีโลมา หลงัจากการทํา limiting dilution ครัง้ท่ี 1 เซลล์ไฮบริโดมาท่ีมีอยู่

ทัง้หมด สญูเสียความสามารถในการผลิตแอนติบอดีท่ีจําเพาะต่อ HSA ทัง้นีอ้าจเน่ืองจากเซลล์

ไฮบริโดมาท่ีได้จากการหลอมรวมเซลล์ในครัง้นีมี้ความไมเ่สถียร ทําให้โครโมโซมท่ีเก่ียวข้องกบัการ

สร้างแอนติบอดีของเซลล์ถูกสลัดออกจากเซลล์ในระหว่างการแบ่งตัวของเซลล์ไฮบริโดมา 

นอกจากนีอ้าจเกิดจากทําการ cloning เซลล์ไฮบริโดมาท่ีสามารถสร้างแอนติบอดีช้า ทําให้เซลล์

ไฮบริโดมาท่ีขาดความสามารถในการผลิตแอนติบอดีเจริญเติบโตขึน้ปกคลมุเซลล์ท่ีสามารถผลิต

แอนติบอดีได้ ทัง้นีเ้น่ืองจากเซลล์ไฮบริโดมาท่ีสามารถสร้างแอนติบอดีได้ จะมีการเจริญเติบโตช้า

กว่าเซลล์ไฮบริโดมาท่ีขาดความสามารถในการสร้างแอนติบอดี ดงันัน้ วิธีการทดสอบหาเซลล์

ไฮบริโดมาท่ีสามารถสร้างแอนตบิอดีได้ ควรเป็นวิธีท่ีไมยุ่ง่ยาก สามารถทราบผลได้ในวนัเดียว เช่น

วิธี ELISAเพ่ือลดความเส่ียงตอ่การสญูเสียเซลล์ไฮบริโดมาท่ีสามารถสร้างแอนตบิอดีได้ 

หลงัจากได้เซลล์ไฮบริโดมาท่ีสามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอ่ HSA 

แล้ว ได้ทําการศึกษาลกัษณะสมบตัิเบือ้งต้นของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตได้ พบว่า โมโน

โคลนอลแอนติบอดีส่วนใหญ่มีไอโซไทป์ชนิด IgG1 โดยโคลนท่ีมีความไวต่อ HSA สงูสดุ คือ 

4/B11/G3/F3/H2, 4/B11/G3/E12/E5, และ 4/B11/G3/H11/G11 โดยให้คา่ IC50 เท่ากบั 0.25, 
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0.59, และ 0.76 μg/ml ตามลําดบั และไม่ทําปฏิกิริยากบัโปรตีนอ่ืนท่ืนํามาทดสอบ อย่างไรก็ตาม 

ในงานวิจยัครัง้นี ้ได้กําหนดคา่ IC50 ของสารท่ีใช้ทดสอบความจําเพาะของแอนติบอดี เท่ากบั 500 

μg/ml คา่เปอร์เซ็นต์การเกิดปฏิกิริยาข้ามของแอนติบอดีแตล่ะโคลนท่ีได้ในงานวิจยันี ้จึงยงัไม่ใช่

ค่าท่ีแท้จริง โดยค่า IC50 ท่ีแท้จริง สามารถหาได้โดยการเพิ่มความเข้มข้นของสารอิสระท่ีนํามา

ทดสอบให้สงูขึน้ เม่ือได้คา่ IC50 ท่ีแท้จริงของสารท่ีใช้ทดสอบ (ซึง่ต้องมีคา่สงูกว่า 500 μg/ml) มา

ใช้คํานวณค่าเปอร์เซ็นต์การเกิดปฏิกิริยาข้าม จะทําให้ได้ค่าเปอร์เซ็นต์การเกิดปฏิกิริยาข้ามท่ี

แท้จริง ซึง่จะมีคา่ต่ํากวา่คา่ท่ีรายงานในครัง้นี ้ 

นําโมโนโคลนอลแอนติบอดีทัง้  3 โคลน  มาทําให้บริสุท ธ์ิ ด้วยวิ ธี  affinity 

chromatography โดยใช้คอลมัน์โปรตีนจี (Protein G column) เม่ือตรวจสอบความบริสทุธ์ิและ

นํา้หนกัโมเลกลุของโมโนโคลนอลแอนติบอดีด้วยวิธี SDS-PAGE พบว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดี

ทัง้ 3 โคลน จะให้แถบของโปรตีนสายยาว (heave chain) และสายสัน้ (light chain) ท่ีมีนํา้หนกั

โมเลกลุ 54 และ 29 กิโลดลัตนั ตามลําดบั และเม่ือทําการทดสอบความไวของโมโนโคลนอล

แอนติบอดีตอ่อลับมูินในรูปอิสระ ด้วยวิธี indirect competitive ELISA พบว่า  คา่ความไวของโม

โนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 4/B11/G3/F3/H2, 4/B11/G3/E12/E5, และ 4/B11/G3/H11/G11 มี

ค่าเท่ากบั 0.39, 0.31, และ 0.30 μg/ml ตามลําดบั และค่าความเข้มข้นของอลับูมินต่ําสดุท่ี

สามารถตรวจวดัได้ มีคา่เท่ากบั0.021, 0.015, และ 0.004 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร ตามลําดบั จาก

ผลการศึกษาลักษณะสมบัติเบือ้งต้นของแอนติบอดีท่ีผลิตได้ แสดงให้เห็นว่า โมโนโคลนอล

แอนติบอดีท่ีได้มีความไวและความจําเพาะตอ่อลับมูินสงู และเกิดปฏิกิริยาข้ามกบัโปรตีนชนิดอ่ืน

ต่ํา  

อย่างไรก็ตาม เพ่ือเป็นการทดสอบว่า โมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีได้จากงานวิจยั

ครัง้นี ้สามารถนําไปใช้พัฒนาชุดตรวจวัดปริมาณไมโครอัลบูมินได้จริง จึงนําแอนติบอดีโคลน  

4/B11/G3/H11/G11 ซึ่งมีความไวสูงสุดมาทําการทดลองตรวจวัดระดับไมโครอัลบูมินในสิ่ง

ตวัอยา่งด้วยวิธี indirect competitive ELISA และเปรียบเทียบคา่ท่ีวดัได้กบัวิธี nephelometry ซึง่

เป็นวิธีท่ีใช้กนัทัว่ไปในห้องปฏิบตัิการ โดยพบว่าช่วงความเป็นเส้นตรงของการตรวจวดัไมโครอลับู

มินด้วยวิธี indirect competitive ELISA มีคา่เท่ากบั 0.7-40 μg/ml (r2 = 0.998) และคา่ความ

เข้มข้นน้อยสดุท่ีสามารถตรวจวดัได้ด้วยวิธี indirect competitive ELSA มีคา่เท่ากบั 0.057 μg/ml

เม่ือนําผลการตรวจวดัไมโครอลับมูินท่ีได้จากสองวิธี มาเปรียบเทียบกนั พบว่าคา่การตรวจวดัด้วย

วิธี indirect competitive ELISA และวิธี nephelomtry มีความสมัพนัธ์กนัดี (r2 = 0.971, n = 7; 

p>0.05) นอกจากนี ้ยงัพบว่า วิธี indirect competitive ELISA ท่ีพฒันาขึน้ มีความแม่นยําท่ี



92 

 

ยอมรับได้ โดยจากการทดสอบด้วยวิธี intra-variation assay และ inter-variation assay พบวา่ให้

คา่ %CV อยูใ่นช่วง 3.02 – 4.23% และ 15.02 – 16.79% ตามลําดบั 

อย่างไรก็ตาม จากการรายงานของ Omidfar และคณะ ซึ่งได้ทําการผลิตโมโน

โคลนอลแอนติบอดีต่ออลับูมินจากซีรัมคน ผลท่ีได้คือ สามารถผลิตแอนติบอดีท่ีจําเพาะต่ออลับู

มินจํานวน 2 โคลน  เม่ือนําโมโนโคลนอลแอนตบิอดีท่ีผลติได้ทัง้สองโคลนมาตรวจวดัอลับมูิน และ

สร้างกราฟมาตรฐาน ด้วยวิธี indirect competitive ELISA โดยการตรึงอลับูมินไว้ท่ีก้นหลมุ

เช่นเดียวกนั พบวา่กราฟมาตรฐานท่ีได้มีช่วงความเป็นเส้นตรงคอ่นข้างมาก ระหว่าง 10 pg/well - 

100 ng/well (62) ซึง่ค่อนข้างแตกตา่งจากงานวิจยันี ้ท่ีมีช่วงเป็นเส้นตรงเท่ากบั 0.7-40 μg/ml 

หรือเท่ากบั 35 pg/well – 2 ng/well อย่างไรก็ตามวิธีท่ีนําเสนอ มีความไวเพียงพอท่ีจะตรวจวดั

ระดบัไมโครอลับมูินในปัสสาวะได้ นอกจากนี ้ยงัมีงานวิจยัของ LC Ng และคณะ (38) ท่ีได้พฒันา

วิธีการตรวจวิเคราะห์ปริมาณไมโครอลับมูินในปัสสาวะด้วยวิธี indirect competitive ELISA โดย

การตรึงอลับมูินไว้ท่ีก้นหลมุเช่นเดียวกนั พบวา่ กราฟมาตรฐานท่ีได้ มีช่วงความเป็นเส้นตรงเท่ากบั 

0.2-12.5 μg/ml ซึง่มีช่วงความเป็นเส้นตรงท่ีใกล้เคียงกบังานวิจยัท่ีนําเสนอนี ้ 

จากการศกึษาคณุสมบตัิเบือ้งต้นของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีได้จากงานวิจยันี ้

ซึ่งมีความไวและความจําเพาะสูง และการทดสอบความสามารถเบือ้งต้นของโมโนโคลนอล

แอนติบอดีในการตรวจวดัปริมาณอลับมูินในสิ่งตวัอย่างด้วยวิธี indirect competitive ELISA ทํา

ให้สรุปได้ว่า โมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีได้จากงานวิจัยครัง้นี  ้มีศักยภาพท่ีจะนําไปพัฒนาชุด

ตรวจวดัอลับมูินปริมาณน้อยในปัสสาวะ ได้คลอบคลมุทัง้ในระดบัปกติ และระดบัท่ีมีความสําคญั

ทางคลนิิกในช่วง 30-300 μg/ml ซึง่เป็นระดบัของภาวะไมโครอลับมูินในปัสสาวะได้ โดยอาจนําโม

โนโคลนอลแอนติบอดีทีผลิตได้ ไปพฒันาเป็นชุดตรวจวดัไมโครอลับูมินในปัสสาวะโดยหลกัการ 

ELISA ซึง่มีความไวในการตรวจวดัสงู แต่เน่ืองจาก จากการทดลองมีช่วงความเป็นเส้นตรงของ

การตรวจวดัในช่วง 0.7-40 μg/ml ดงันัน้จําเป็นต้องทําการเจือจางปัสสาวะก่อนนํามาทดสอบ ซึง่

เป็นผลดีในการช่วยลดสารรบกวนอ่ืนท่ีมีในปัสสาวะ ทัง้นีก้ารตรวจวัดด้วยหลักการ indirect 

competitive ELISA อาจให้ผลบวกปลอม เน่ืองจาก hook effect กรณีมีปริมาณอลับมูินในสิ่ง

ตวัอย่างน้อย (80) ซึ่งสามารถแก้ไขได้ด้วยการเจือจางสิ่งตวัอย่างท่ีความเข้มข้นต่างๆ ก่อนนํามา

ทําการตรวจวดัด้วยวิธี ELISA อยา่งไรก็ตาม ข้อท่ีควรตระหนกัถึงในขัน้ตอนการเจือจางสิง่ตวัอยา่ง

คือ ความผิดพลาดท่ีอาจเกิดขึน้ขณะทําการปิเปต (pipetting error) ซึง่อาจเกิดผลเสียได้ โดยการ

ตรวจด้วยวิธี ELISA นิยมใช้เป็นการตรวจยืนยนัภาวะไมโครอลับมูินในปัสสาวะ ซึง่มกัมีการตรวจ
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คดักรองเบือ้งต้นมาก่อน โดยจะทราบระดบัของอลับมูินในสิ่งตวัอย่างเบือ้งต้นมาก่อนว่ามีปริมาณ

มากหรือน้อย  

นอกจากนี ้โมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีได้จากงานวิจยันี ้ยงัสามารถนําไปพฒันา

แถบตรวจไมโครอัลบูมินในปัสสาวะ โดยอาศัยหลักการ competitive lateral flow 

immunochromatography assay ซึง่มีความรวดเร็ว สามารถอ่านผลได้ด้วยตาเปลา่ โดยการตรึง

โมโนโคลนอลแอนตบิอดีไว้ท่ีตําแหน่งของแถบแสดงผลและแถบควบคมุคณุภาพ และให้อลับมูินท่ี

ติดฉลากด้วย colloidal gold เป็นตวัแข่งขนักับอลับูมินในปัสสาวะ  โดยการพฒันาชุดตรวจ

วิเคราะห์อลับูมินปริมาณน้อยในปัสสาวะขึน้ใช้เอง ซึง่มีราคาถกูกว่าการนําเข้าชุดตรวจสอบจาก

ต่างประเทศนัน้ จะก่อให้เกิดประโยชน์อย่างยิ่งต่อผู้ ป่วยเบาหวานซึง่มีจํานวนมาก ทัง้นีเ้น่ืองจาก

ผู้ ป่วยโรคเบาหวานมีความจําเป็นต้องเข้ารับการตรวจคดักรองภาวะไมโครอลับูมินปริมาณน้อย

เป็นประจําอย่างน้อย 1 ครัง้ต่อปี เพ่ือป้องกันการเกิดภาวะโรคไตแทรกซ้อน ซึ่งการตรวจพบการ

บกพร่องของการทํางานของไตในระยะเร่ิมแรกนัน้ ย่อมสง่ผลดีตอ่การรักษาให้กลบัสู่ภาวะปกติได้ 

นอกจากผู้ ป่วยเบาหวานแล้ว ยงัสง่ผลดีในกลุม่ประชากรทัว่ไป ในแง่ของการป้องกนัการเกิดได้รับ

การตรวจคดักรองการทํางานของไต ซึง่มีโอกาสในการได้รับการรักษาอย่างทนัท่วงที จากท่ีกล่าว

มาข้างต้น จะเห็นได้ว่าการพัฒนาชุดตรวจวิเคราะห์อัลบูมินปริมาณน้อยในปัสสาวะขึน้ใช้เอง

ภายในประเทศนัน้ ก่อให้เกิดผลดีทัง้ในด้านสขุภาพของประชากรและด้านเศรษฐกิจของประเทศ 
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ภาคผนวก ก 

ตารางที่ ก.1 คา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 492 นาโนเมตรของแอนตบิอดีในซีรัมหนใูนการ

จบักบั HSA รูปอิสระ เม่ือทดสอบด้วยวิธี indirect competitive ELISA  

หนทูดลอง 

คา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 492 นาโนเมตร 

ระดบัการเจือจาง  1:128,000 ระดบัการเจือจาง  1:256,000 

PBS HAS 10 

μg/ml 

BSA 10 

μg/ml 

PBS HAS 10 

μg/ml 

BSA 10 

μg/ml 

หนตูวัท่ี 1 1.962 0.392 1.960 1.484 0.234 1.521 

หนตูวัท่ี 2 2.140 0.349 2.032 1.594 0.162 1.662 

หนตูวัท่ี 3 2.140 0.517 2.055 1.476 0.215 1.573 

ตารางที่ ก.2 ชนิดไอโซไทป์ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีทัง้ 28 โคลน จากการตรวจสอบด้วยชดุ

ตรวจสอบ isotyping kit  

ลําดบัท่ี รหสัโคลน 
คา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 492 นาโนเมตร 

IgG1 IgG2a IgG2b IgG3 IgA IgM 
1 4/B11/G3/F3/A3 1.921 0.254 0.334 0.414 0.237 0.439 
2 4/B11/G3/F3/H2 1.865 0.184 0.238 0.296 0.118 0.276 
3 4/B11/G3/E7/H8 1.765 0.130 0.167 0.224 0.096 0.197 
4 4/B11/G3/B7/G12 1.818 0.134 0.179 0.276 0.100 0.225 
5 4/B11/G3/C10/D3 1.888 0.182 0.254 0.361 0.146 0.294 
6 4/B11/G3/C10/G4 1.822 0.150 0.212 0.292 0.102 0.234 
7 4/B11/G3/E12/C8 1.840 0.166 0.237 0.298 0.138 0.283 
8 4/B11/G3/E12/E5 1.851 0.157 0.211 0.293 0.104 0.252 
9 4/B11/G3/H11/D11 1.862 0.188 0.242 0.311 0.246 0.351 
10 4/B11/G3/H11/G11 1.804 0.164 0.227 0.329 0.139 0.300 
11 11/E12/D10/A3/G3 1.812 0.143 0.195 0.591 0.108 0.312 
12 11/E12/D10/C4/E6 1.833 0.115 0.160 0.573 0.099 0.277 
13 11/E12/D10/D4/G12 1.787 0.089 0.134 0.526 0.081 0.230 
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ตารางที่ ก.2 (ตอ่) ชนิดไอโซไทป์ของโมโนโคลนอลแอนตบิอดีทัง้ 28 โคลน จากการตรวจสอบด้วย

ชดุตรวจสอบ isotyping kit  

ลําดบัท่ี รหสัโคลน 
คา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 492 นาโนเมตร 

IgG1 IgG2a IgG2b IgG3 IgA IgM 
14 11/E12/D10/E5/G2 1.867 0.093 0.145 0.552 0.086 0.253 
15 11/E12/D10/G5/H7 1.791 0.085 0.111 0.487 0.071 0.238 
16 11/E12/D10/G6/C12 1.798 0.115 0.151 0.520 0.128 0.297 
17 6/D1/D1/D2/G6 1.471 0.414 0.195 0.175 0.710 0.200 
18 6/D1/D1/G2/H7 1.140 0.226 0.150 0.138 0.325 0.155 
19 6/D1/D1/E3/G10 1.703 0.686 0.180 0.158 1.331 0.177 
20 6/D1/G1/E7/G5 1.403 0.370 0.137 0.132 0.757 0.143 
21 6/D1/G1/G7/G8 1.595 0.537 0.163 0.150 1.050 0.171 
22 6/D1/G1/D8/E10 1.856 0.390 0.161 0.178 0.717 0.154 
23 6/D2/D6/C11/A2 1.582 0.147 0.180 0.160 0.141 0.172 
24 6/D2/D6/C11/C3 1.587 0.174 0.210 0.191 0.141 0.222 
25 6/D2/D6/C11/E4 1.595 0.196 0.262 0.265 0.177 0.259 
26 6/D2/D6/C11/E5 1.501 0.134 0.193 0.224 0.144 0.187 
27 6/D2/D6/G11/A8 1.494 0.143 0.217 0.234 0.141 0.238 
28 6/D2/D6/G11/A9 1.568 0.114 0.180 0.190 0.103 0.181 
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ตารางที่ ก.3 ค่าการดดูกลืนแสงเฉล่ียท่ีความยาวคล่ืน 492 นาโนเมตรของโมโนโคลนอล

แอนตบิอดีท่ีผลติได้ ตอ่ HSA รูปอิสระ จาการทดสอบด้วยวิธี indirect competitive ELISA 

แอนตบิอดี 
ความเข้มข้นของ HSA (μg/ml) 

0 0.05 0.1 0.5 1 5 10 50 100 500 

4/B11/G3/F3/A3 0.910 0.817 0.949 0.740 0.656 0.506 0.385 0.227 0.233 0.262 

4/B11/G3/F3/H2 0.882 0.723 0.720 0.450 0.404 0.254 0.206 0.100 0.086 0.088 

4/B11/G3/E7/H8 0.754 0.629 0.530 0.502 0.337 0.164 0.156 0.075 0.064 0.064 

4/B11/G3/B7/G12 1.129 0.983 0.987 0.648 0.568 0.263 0.250 0.100 0.080 0.075 

4/B11/G3/C10/D3 1.833 1.761 1.820 1.692 1.705 1.242 0.900 0.383 0.411 0.358 

4/B11/G3/C10/G4 1.056 0.802 0.877 0.564 0.550 0.249 0.238 0.111 0.102 0.089 

4/B11/G3/E12/C8 1.025 0.954 1.005 0.848 0.947 0.604 0.661 0.232 0.310 0.304 

4/B11/G3/E12/E5 1.403 1.495 1.227 0.902 0.856 0.525 0.397 0.149 0.131 0.102 

4/B11/G3/H11/D11 1.202 1.001 1.042 0.786 0.708 0.372 0.336 0.110 0.099 0.078 

4/B11/G3/H11/G11 1.626 1.643 0.369 1.415 1.463 0.945 0.779 0.441 0.355 0.365 

11/E12/D10/A3/G3 0.697 0.578 0.525 0.357 0.289 0.156 0.125 0.081 0.069 0.070 

11/E12/D10/C4/E6 0.906 0.746 0.654 0.455 0.400 0.228 0.184 0.104 0.101 0.085 

11/E12/D10/D4/G12 0.747 0.609 0.603 0.435 0.380 0.256 0.180 0.114 0.088 0.077 

11/E12/D10/E5/G2 0.784 0.601 0.558 0.400 0.345 0.202 0.143 0.088 0.073 0.063 

11/E12/D10/G5/H7 0.966 0.781 0.797 0.551 0.435 0.243 0.181 0.093 0.076 0.063 

11/E12/D10/G6/C12 0.903 0.711 0.635 0.451 0.366 0.205 0.152 0.099 0.087 0.075 

6/D1/D1/D2/G6 0.659 0.615 0.488 0.573 0.580 0.507 0.406 0.237 0.167 0.117 

6/D1/D1/G2/H7 0.889 0.826 0.786 0.715 0.785 0.679 0.627 0.312 0.207 0.121 

6/D1/D1/E3/G10 1.219 1.118 1.129 1.085 1.071 0.959 0.892 0.429 0.283 0.131 

6/D1/G1/E7/G5 1.106 1.016 1.082 1.001 0.933 0.804 0.738 0.333 0.253 0.116 

6/D1/G1/G7/G8 0.876 0.847 0.916 0.835 0.860 0.756 0.675 0.304 0.225 0.111 
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ตารางที่ ก.3 (ต่อ) ค่าการดดูกลืนแสงเฉล่ียท่ีความยาวคล่ืน 492 นาโนเมตรของโมโนโคลนอล

แอนตบิอดีท่ีผลติได้ ตอ่ HSA รูปอิสระ จาการทดสอบด้วยวิธี indirect competitive ELISA 

แอนตบิอดี 
ความเข้มข้นของ HSA (μg/ml) 

0 0.05 0.1 0.5 1 5 10 50 100 500 

6/D1/G1/D8/E10 0.690 0.678 0.670 0.624 0.659 0.536 0.472 0.218 0.159 0.090 

6/D2/D6/C11/A2 1.668 1.699 1.442 1.592 1.174 1.014 0.727 0.280 0.189 0.120 

6/D2/D6/C11/C3 1.673 1.703 1.437 1.605 1.167 0.982 0.691 0.253 0.187 0.093 

6/D2/D6/C11/E4 1.996 1.937 1.862 1.949 1.738 1.544 1.148 0.512 0.310 0.127 

6/D2/D6/C11/E5 1.627 1.719 1.375 1.490 1.220 0.938 0.717 0.292 0.189 0.087 

6/D2/D6/G11/A8 1.471 1.517 0.980 1.212 0.603 0.420 0.288 0.159 0.120 0.113 

6/D2/D6/G11/A9 1.296 1.357 0.741 1.004 0.485 0.298 0.191 0.094 0.067 0.072 
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4/B11/G3/F3/A3 IC50 = 0.88 ug/ml

4/B11/G3/F3/H2 IC50 = 0.26 ug/ml

4/B11/G3/E7/H8 IC50 = 0.28 ug/ml

4/B11/G3/B7/G12 IC50 = 0.38 ug/ml
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0

 
รูปที่ ก.1 ความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 4/B11/G3/F3/A3, 4/B11/G3/F3/H2, 

4/B11/G3/E7/H8, และ 4/B11/G3/B7/G12 ต่อ HSA อิสระ จากการทดสอบด้วยวิธี indirect 

competitive ELISA  
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10-3 10-2 10-1 100 101 102 103
0

10
20
30
40
50
60
70
80
90

100
110

4/B11/G3/C10/D3 IC50 = 3.23 ug/ml

4/B11/G3/C10/G4 IC50 = 0.29 ug/ml

4/B11/G3/E12/C8 IC50 = 3.0 ug/ml

4/B11/G3/E12/E5 IC50 = 0.59 ug/ml

HSA conc. (ug/ml)

%
B

/B
0

 
รูปที่ ก.2 ความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 4/B11/G3/C10/D3, 4/B11/G3/C10/G4, 

4/B11/G3/E12/C8, และ 4/B11/G3/E12/E5 ต่อ HSA อิสระ จากการทดสอบด้วยวิธี indirect 

competitive ELISA  

10-3 10-2 10-1 100 101 102 103
0

10
20
30
40
50
60
70
80
90

100
110

4/B11/G3/H11/D11 IC50 = 0.59 ug/ml

4/B11/G3/H11/G11 IC50 = 0.76 ug/ml

11/E12/D10/A3/G3 IC50 = 0.20 ug/ml

11/E12/D10/C4/E6 IC50 = 0.20 ug/ml

HSA conc. (ug/ml)

%
B

/B
0

 
รูปที่ ก.3 ความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 4/B11/G3/H11/D11, 4/B11/G3/H11/G11, 

11/E12/D10/A3/G3, และ 11/E12/D10/C4/E6 ตอ่ HSA อิสระ จากการทดสอบด้วยวิธี indirect 

competitive ELISA 
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10-2 10-1 100 101 102 103
0

10
20
30
40
50
60
70
80
90

100
110

11/E12/D10/D4/G12 IC50 = 0.34 ug/ml

11/E12/D10/E5/G2 IC50 = 0.19 ug/ml

11/E12/D10/G5/H7 IC50 = 0.31 ug/ml

11/E12/D10/G6/C12 IC50 = 0.17 ug/ml

HSA conc. (ug/ml)

%
B

/B
0

 
รูปที่  ก .4 ความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน  11/E12/D10/D4/G12, 

11/E12/D10/E5/G2, 11/E12/D10/G5/G7, และ 11/E12/D10/G6/C12 ตอ่ HSA อิสระ จากการ

ทดสอบด้วยวิธี indirect competitive ELISA 

 

10-2 10-1 100 101 102 103
0

10
20
30
40
50
60
70
80
90

100
110

6/D1/D1/D2/G6 IC50 = 5.03 ug/ml

6/D1/D1/G2/H7 IC50 = 6.86 ug/ml

6/D1/D1/E3/G10 IC50 = 8.88 ug/ml

6/D1/G1/E7/G5 IC50 = 6.50 ug/ml

HSA conc. (ug/ml)

%
B

/B
0

 
รูปที่ ก.5  ความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 6/D1/D1/D2/G6, 6/D1/D1/G2/H7, 

6/D1/D1/E3/G10, และ 6/D1/G1/E7/G5 ต่อ HSA อิสระ จากการทดสอบด้วยวิธี indirect 

competitive ELISA 
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10-3 10-2 10-1 100 101 102 103
0

10
20
30
40
50
60
70
80
90

100
110

6/D1/G1/G7/G8 IC50 = 9.46 ug/ml

6/D1/G1/D8/E10 IC50 = 7.58 ug/ml

6/D2/D6/C11/A2 IC50 = 2.42 ug/ml

6/D2/D6/C11/C3 IC50 = 2.34 ug/ml

HSA conc. (ug/ml)

%
B

/B
0

 
รูปที่ ก.6 ความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 6/D1/G1/G7/G8, 6/D1/G1/D8/E10 

6/D2/D6/C11/A2, และ 6/D2/D6/C11/C3 ต่อ HSA อิสระ จากการทดสอบด้วยวิธี indirect 

competitive ELISA 

 

10-3 10-2 10-1 100 101 102 103
0

10
20
30
40
50
60
70
80
90

100
110

6/D2/D6/C11/E4 IC50 = 6.30 ug/ml

6/D2/D6/C11/E5 IC50 = 2.13 ug/ml

6/D2/D6/G11/A8 IC50 = 0.38 ug/ml

6/D2/D6/G11/A9 IC50 = 0.27 ug/ml

HSA concentration (ug/ml)

%
B

/B
0

 

รูปที่ ก.7 ความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 6/D2/D66/C11/E4, 6/D2/D6/C11/E5, 

6/D2/D6/G11/A8, และ 6/D2/D6/G11/A9 ต่อ HSA อิสระ จากการทดสอบด้วยวิธี indirect 

competitive ELISA 
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ตารางที่ ก.4 คา่การดดูกลืนแสงเฉล่ียท่ีความยาวคล่ืน 492 นาโนเมตร จากการนําโมโนโคลนอล

แอนติบอดีท่ีผลิตได้ มาทดสอบการเกิดปฏิกิริยาข้ามกับโปรตีนชนิดอ่ืน ด้วยวิ ธี indirect 

competitive ELISA  

ลําดบัท่ี แอนติบอดี 
ชนิดตวัทดสอบ 

PBS HSA Ig BSA Hemoglobin 

1 4/B11/G3/F3/A3 1.854 0.199 1.776 1.661 1.766 

2 4/B11/G3/F3/H2 2.058 0.138 2.064 2.046 1.948 

3 4/B11/G3/E7/H8 1.293 0.080 1.265 1.072 1.143 

4 4/B11/G3/B7/G12 1.697 0.103 1.671 1.446 1.584 

5 4/B11/G3/C10/D3 2.101 0.131 2.070 2.002 2.027 

6 4/B11/G3/C10/G4 1.483 0.163 1.502 1.350 1.454 

7 4/B11/G3/E12/C8 1.497 0.131 1.578 1.387 1.373 

8 4/B11/G3/E12/E5 1.712 0.081 1.785 1.676 1.683 

9 4/B11/G3/H11/D11 1.605 0.067 1.644 1.456 1.484 

10 4/B11/G3/H11/G11 2.091 0.138 2.106 2.104 2.110 

11 11/E12/D10/A3/G3 1.522 0.059 1.497 1.350 1.044 

12 11/E12/D10/C4/E6 1.395 0.062 1.393 1.311 0.956 

13 11/E12/D10/D4/G12 1.049 0.062 1.126 0.966 0.649 

14 11/E12/D10/E5/G2 1.581 0.131 1.644 1.613 1.162 

15 11/E12/D10/G5/H7 0.889 0.107 0.995 0.931 0.557 

16 11/E12/D10/G6/C12 0.599 0.056 0.700 0.573 0.345 

17 6/D1/D1/D2/G6 0.867 0.072 1.042 0.714 0.480 

18 6/D1/D1/G2/H7 1.410 0.092 1.545 1.233 1.037 

19 6/D1/D1/E3/G10 2.036 0.233 2.008 1.867 1.626 

20 6/D1/G1/E7/G5 1.631 0.100 1.684 1.433 1.120 

21 6/D1/G1/G7/G8 1.397 0.087 1.605 1.365 0.977 

22 6/D1/G1/D8/E10 1.415 0.178 1.539 1.427 0.962 

23 6/D2/D6/C11/A2 1.128 0.052 1.046 1.095 0.583 

24 6/D2/D6/C11/C3 1.148 0.044 1.081 1.097 0.628 

25 6/D2/D6/C11/E4 1.483 0.044 1.390 1.386 0.914 

26 6/D2/D6/C11/E5 1.171 0.039 1.111 1.081 0.616 

27 6/D2/D6/G11/A8 1.253 0.042 1.186 1.166 0.679 

28 6/D2/D6/G11/A9 1.196 0.048 1.159 1.128 0.631 
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ตารางที่ ก. 5 คา่เปอร์เซน็ต์การยบัยัง้สารอิสระได้ของโมโนโคลนอลแอนตบิอดี จากการทดสอบ

ด้วยวิธี indirect competitive ELISA  

ลําดบัท่ี แอนติบอดี 
เปอร์เซน็ต์การยบัยัง้ 

HSA Ig BSA Hemoglobin 

1 4/B11/G3/F3/A3 89.26 4.18 10.39 4.75 

2 4/B11/G3/F3/H2 93.29 0 0.61 5.37 

3 4/B11/G3/E7/H8 93.85 2.20 17.09 11.60 

4 4/B11/G3/B7/G12 93.93 1.50 14.77 6.66 

5 4/B11/G3/C10/D3 93.79 1.45 4.69 3.52 

6 4/B11/G3/C10/G4 89.04 0 8.94 1.96 

7 4/B11/G3/E12/C8 91.28 0 7.32 8.29 

8 4/B11/G3/E12/E5 95.30 0 2.10 1.67 

9 4/B11/G3/H11/D11 95.82 0 9.26 7.51 

10 4/B11/G3/H11/G11 93.40 0 0 0 

11 11/E12/D10/A3/G3 96.12 1.64 11.30 31.41 

12 11/E12/D10/C4/E6 95.59 0.18 6.06 31.47 

13 11/E12/D10/D4/G12 94.14 0 7.91 38.18 

14 11/E12/D10/E5/G2 91.71 0 0 26.48 

15 11/E12/D10/G5/H7 87.96 0 0 37.35 

16 11/E12/D10/G6/C12 90.65 0 4.42 42.49 

17 6/D1/D1/D2/G6 91.75 0 17.70 44.64 

18 6/D1/D1/G2/H7 93.51 0 12.55 26.45 

19 6/D1/D1/E3/G10 88.58 1.38 8.33 20.16 

20 6/D1/G1/E7/G5 93.90 0 12.14 31.34 

21 6/D1/G1/G7/G8 93.81 0 2.29 30.08 

22 6/D1/G1/D8/E10 87.42 0 0 32.05 

23 6/D2/D6/C11/A2 95.39 7.27 2.93 48.34 

24 6/D2/D6/C11/C3 96.17 5.88 4.44 45.34 

25 6/D2/D6/C11/E4 97.03 6.27 6.54 38.40 

26 6/D2/D6/C11/E5 96.67 5.13 7.65 47.42 

27 6/D2/D6/G11/A8 96.65 5.35 6.91 45.83 

28 6/D2/D6/G11/A9 96.03 3.09 5.69 47.28 
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ตารางที่ ก. 6 คา่การดดูกลืนแสงท่ี 280 นาโนเมตร และคา่การดดูกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตรจาก

การทดสอบด้วยวธีิ indirect ELISA ของโมโนโคลนอลแอนตบิอดีหลงัการทําให้บริสทุธ์ิ 

Fraction A492 A280 Fraction A492 A280 

1 0.082 0.148 16 - 0.359 

2 - 0.173 17 0.255 0.289 

3 0.063 0.167 18 - 0.208 

4 - 0.222 19 0.140 0.319 

5 0.088 0.203 20 - 0.195 

6 - 0.186 21 0.405 0.246 

7 1.322 0.227 22 - 0.167 

8 - 0.647 23 0.137 0.178 

9 1.756 1.176 24 - 0.233 

10 - 1.152 25 0.114 0.167 

11 1.702 0.908 26 - 0.190 

12 - 0.706 27 0.088 0.197 

13 0.465 0.572 28 - 0.183 

14 - 0.504 29 0.083 0.156 

15 0.395 0.436 30 - 0.159 
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ตารางที่ ก.7 คา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 562 นาโนเมตรของสารละลาย BSA มาตรฐาน 

จากการทดสอบด้วยวธีิ BCA 

ความเข้มข้นของโปรตีนมาตรฐาน BSA 

(mg/ml) 

Abs (562) 

0 0.145 

0.1 0.305 

0.2 0.417 

0.4 0.653 

0.6 0.883 

0.8 1.219 

1.0 1.324 

 

 

รูปที่ ก.8 กราฟมาตรฐานของสารละลายโปรตีน BSA จากการทดสอบด้วยวธีิ BCA 
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ตารางที่ ก.8 ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 492 นาโนเมตร ของแอนติบอดี โคลน 

4/B11/G3/F3/H2 หลงัการทําให้บริสทุธ์ิ จากการทดสอบด้วยวิธี indirect competitive ELISA 

ความเข้มข้นของ 

HSA (μg/ml) 

คา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 492 นาโนเมตร 

Abs1 Abs2 Abs3 คา่เฉลี่ย 

0 1.105 1.066 1.006 1.059 

0.001 0.998 0.983 0.934 0.972 

0.005 0.909 0.947 0.895 0.917 

0.01 0.823 0.934 0.862 0.873 

0.05 0.930 0.819 0.718 0.822 

0.1 0.870 0.817 0.767 0.818 

0.5 0.758 0.782 0.715 0.752 

1 0.733 0.675 0.431 0.613 

5 0.293 0.259 0.242 0.265 

10 0.155 0.144 0.138 0.146 

50 0.073 0.069 0.075 0.072 

100 0.070 0.060 0.065 0.065 

500 0.057 0.056 0.056 0.056 
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ตารางที่ ก.9 ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 492 นาโนเมตร ของแอนติบอดี โคลน 

4/B11/G3/E12/E5 หลงัการทําให้บริสทุธ์ิ จากการทดสอบด้วยวิธี indirect competitive ELISA 

ความเข้มข้นของ 

HSA (μg/ml) 

คา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 492 นาโนเมตร 

Abs1 Abs2 Abs3 คา่เฉลี่ย 

0 1.171 1.083 1.174 1.143 

0.001 1.185 1.047 0.983 1.072 

0.005 1.145 1.042 1.029 1.072 

0.01 1.042 1.030 0.999 1.024 

0.05 0.870 0.858 0.903 0.877 

0.1 0.704 0.759 0.723 0.729 

0.5 0.816 0.843 0.846 0.835 

1 0.602 0.549 0.620 0.590 

5 0.319 0.319 0.300 0.313 

10 0.189 0.183 0.156 0.176 

50 0.083 0.090 0.085 0.086 

100 0.077 0.074 0.072 0.074 

500 0.086 0.114 0.139 0.113 
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ตารางที่ ก.10 ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 492 นาโนเมตร ของแอนติบอดี โคลน 

4/B11/G3/H11/G11 หลงัการทําให้บริสทุธ์ิ จากการทดสอบด้วยวิธี indirect competitive ELISA 

ความเข้มข้นของ 

HSA (μg/ml) 

คา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 492 นาโนเมตร 

Abs1 Abs2 Abs3 คา่เฉลี่ย 

0 1.040 0.953 1.000 0.998 

0.001 0.946 0.953 0.980 0.960 

0.005 0.915 0.966 0.933 0.938 

0.01 0.770 0.720 0.726 0.739 

0.05 0.611 0.696 0.654 0.654 

0.1 0.660 0.733 0.663 0.685 

0.5 0.562 0.545 0.487 0.531 

1 0.833 0.802 0.778 0.804 

5 0.417 0.414 0.437 0.423 

10 0.347 0.355 0.361 0.354 

50 0.154 0.170 0.168 0.164 

100 0.101 0.109 0.107 0.106 

500 0.095 0.099 0.106 0.100 
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ภาคผนวก ข 

1. สารละลายสําหรับใช้ในเทคนิค ELISA 

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

NaH2PO4 27.6 g ละลายในนํา้กลัน่ 1000 ml 

Na2HPO4 71.63 g  ละลายในนํา้กลัน่ 1000 ml 

ไตเตรดดา่ด้วยกรด จนได้ pH 7.4  

2) 0.01 M Phosphate buffer saline (PBS) pH 7.4 

0.2 M Phosphate Buffer pH 7.4    1  L 

NaCl     175.2    g  

Distrilled water    18 L 

3) PBS- Tween 20 (ใช้ Tween 20 ความเข้มข้น 0.05% 

Tween 20    500 μl 

PBS     1000 ml 

4)  5% นมพร่องมนัเนย 

นมพร่องมนัเนย    5 g 

PBS     100 ml 

   *เตรียมใหมก่่อนใช้งาน 

5) 0.15 M Phosphate Citrate buffer pH 5.0 

Na2HPO4 11.9 g ละลายในนํา้กลัน่ 1000 ml 

Citric acid 7 g 

ไตเตรดดา่งด้วยกรด จนได้ pH 5.0 เก็บใสข่วดสีชา เก็บท่ี 4ºC 

6) Substrate OPD 

O-phenylene diamine   40 mg 

0.15 M Phosphate citrate buffer 100 ml 

30% H2O2    0.04 ml 
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7) 2.5 M H2SO4 (Stopping reagent) 

H2SO4  (96%)    256 ml 

Distrilled water    744 ml 

คอ่ยๆเทกรดลงในนํา้กลัน่ ผสมให้เข้ากนั เน่ืองจากเม่ือผสมกรดกบันํา้ จะมีความร้อน

เกิดขึน้ จงึควรนําขวดไปแช่ในนํา้จนกวา่จะหายร้อน      

2. อาหารเลีย้งเซลล์ 

1) Stock HAT 100X 

Hypoxanthine  0.1361 g ละลายในนํา้กลัน่ 20 ml 

Aminopterin*  0.0018 g ละลายในนํา้กลัน่ 20 ml 

Thymidin  0.0388 g ละลายในนํา้กลัน่ 20 ml 

นําสารละลายแตล่ะสารมาผสมกนั แล้วเตมินํา้กลัน่ลงไปให้ครบ 100 ml นําไปกรองด้วย 

Millipore ขนาด 0.22 μm แบง่ใสข่วดๆละ 10 ml เก็บไว้ท่ี 0ºC 

 *Aminopterin ละลายยาก ให้นําไปอุน่ใน Water bath จะช่วยให้ละลายดีขึน้ 

2) Stock HT 100X 

Hypoxanthine  0.1361 g ละลายในนํา้กลัน่ 20 ml 

Thymidin  0.0388 g ละลายในนํา้กลัน่ 20 ml 

นําสารละลายทัง้ 2 สารมาผสมกนั แล้วเตมินํา้กลัน่ลงไปให้ครบ 100 ml นําไปกรองด้วย 

Millipore ขนาด 0.22 μm แบง่ใสข่วดๆละ 10 ml เก็บไว้ท่ี 0ºC 

3) อาหารเลีย้งเซลล์ RPMI 1640 

RPMI 1640    10.4 g 

NaHCO3    2 g 

L-glutamin    0.1 g 

Glucose    2 g 

Pyruvic acid    0.11 g 

Distrilled water 1   L 

ละลายสารทัง้หมดในนํา้กลัน่ ผสมให้เข้ากนั นําไปกรองด้วย Millipore 0.22 μm แบง่ใส่

ขวดๆละ 100 ml เก็บไว้ท่ี 4º C 
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4) อาหารเลีย้งเซลล์ HT 

อาหารเลีย้งเซลล์ RPMI 1640  1 L 

HT 100 X    10 ml 

ผสมให้เข้ากนั กรองด้วย Millipore 0.22 μm แบง่ใสข่วดๆละ 90 ml เก็บไว้ท่ี 4ºC 

5) อาหารเลีย้งเซลล์ HAT (Selective medium) 

อาหารเลีย้งเซลล์ RPMI 1640  1 L 

HAT 100 X    10 ml 

ผสมให้เข้ากนั กรองด้วย Millipore 0.22 μm แบง่ใสข่วดๆละ 90 ml เก็บไว้ท่ี 4ºC 

3. สารสําหรับใช้ในการหลอมรวมเซลล์ (Fusion) 

50% Polyethylene glycol (PEG) 

PEG*     2 ml 

อาหารเลีย้งเซลล์ RPMI 1640  2 ml 

ผสมให้เข้ากนั แบง่ใสห่ลอดๆละ 1 ml เก็บไว้ท่ี 4 ºC ก่อนใช้ให้นํามาอุน่ท่ี 37 ºC 

*นํามาอุน่ให้ละลายท่ีอณุหภมูิประมาณ 50 C 

4. นํา้ยาเก็บเซลล์เพ่ือแช่แข็งในไนโตรเจนเหลว (Freezing medium) 

อาหารเลีย้งเซลล์ RPMI 1640  70 ml 

Fetal Bovine Serum   20 ml 

Dimethyl sulfoxide (DMSO)  10 ml 

ผสมให้เข้ากนั นําไปแช่ท่ี 0 ºC ใช้งานขณะอณุหภมูิประมาณ 4 ºC 

5. สารละลายสําหรับใช้ในการทําแอนตบิอดีให้บริสทุธ์ิ  

1) 4 M NaCl 

NaCl     233.76 g 

Distrilled water    1 L 

2) 0.1 M Citrate buffer, pH 6, 4.5, 3.5, และ 3 

Citric acid    0.1 M 
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Na2HPO4    0.1 M 

ไตเตรดกรดด้วยดา่งจนได้ pH 6, 4.5, 3.5, และ 3 นําไปกรองด้วย Millipore 0.22 μm 

3) 0.1 M Phosphate buffer, pH 8 

NaH2PO4  13.8 g ละลายในนํา้กลัน่ 1,000 ml 

Na2HPO4  35.8 g ละลายในนํา้กลัน่ 1,000 ml 

 ไตเตรดดา่งด้วยกรด จนได้ pH 8  นําไปกรองด้วย Millipore 0.22 μm 

4) 1 M Tris HCl buffer, pH 9 

Tris (hydroxymethyl) aminomethane 121 g  

ละลายในนํา้กลัน่ 1,000 ml 

Hydrochloric acid (HCl)  1 M 

 ไตเตรดดา่งด้วยกรด จนได้ pH 9 นําไปกรองด้วย Millipore 0.22 μm 

6. สารละลายสําหรับใช้ในเทคนิค SDS-PAGE 

1) 12% Separatine gel 

Milli Q water    1.6 ml 

30% acrylamide mix   2.0 ml 

1.5 M Tris pH 8.8   1.3 ml 

10% SDS    50 μl 

10% ammonium persulfate  50 μl 

TEMED     2 ul 

2)  5% Stacking gel ปริมาตร 3 มิลลลิติร  

Milli Q water    2.1 ml 

30% acrylamide mix   500 μl 

1.0 M Tris pH 6.8   380 μl 

10% SDS    30 μl 

10% ammonium persulfate  30 μl 

TEMED     3 μl 
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3) Running buffer (1X) ปริมาตร 1 ลติร 

25 mM Tris    3.03 g 

192 mM Glycine   14.42 g 

0.1% SDS    1 g 

ละลายในนํา้กลัน่ 1,000 ml 

4) Coomassie brillian blue G 

สี Coomassie brillian blue G  0.1 g 

100% Methanol (เป็นตวัละลายสี) 50 ml 

Milli Q water    40 ml 

Acetic acid (เตมิหลงันํา้เสมอ)  10 ml 

ควรเทสีให้ท่วมเจล ปิดฝาภาชนะ และเขยา่ตลอดเวลาด้วย Rotator  

5) Destain solution  

100% Methanol   120 ml 

Milli Q water    810 ml 

Acetic acid    70 ml 

ควรเตรียมในปริมาณมาก เน่ืองจากต้องใช้ล้างสีบนเจล 2-3 ครัง้ๆละประมาณ 100 ml 

ขณะล้าง ควรเขยา่ด้วย Rotator ตลอดเวลา ใช้เวลาล้างประมาณ 15 นาที/ครัง้ หรือเม่ือเห็นวา่ 

Destain solution มีสีเข้มแล้ว จงึเปลี่ยน Destain solution ใหม ่ให้ล้างจนกวา่แผน่เจลจะใสเห็น

แถบโปรตีนชดัเจน 
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ประวัตผู้ิเขียนวทิยานิพนธ์ 

 นางสาวปาริชาต เดชพิชัย เกิดเม่ือวันท่ี 11 มีนาคม พ.ศ. 2529 ท่ีจังหวัด

นครศรีธรรมราช สําเร็จการศึกษาระดบัปริญญาวิทยาศาสตร์บณัฑิต (เทคนิคการแพทย์) เกียรติ

นิยมอันดับ 2 จากจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย เม่ือปี พ.ศ. 2550 และเข้าศึกษาต่อระดับ

บัณฑิตศึกษา หลักสูตรชีวเคมีคลินิกและอณูทางการแพทย์ คณะสหเวชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์

มหาวิทยาลยั ในปี พ.ศ. 2551 โดยได้รับทนุอดุหนนุการศกึษาระดบับณัฑิตศกึษา จฬุาลงกรณ์

มหาวิทยาลยั เพ่ือเฉลมิฉลองเน่ืองในวโรกาสท่ีพระบาทสมเด็จพระเจ้าอยู่หวัทรงเจริญพระชนมายุ

ครบ 72 พรรษา จากบณัฑิตวิทยาลยั จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั  
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