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บทคดัยอ่ 

 โพรเจสเทอโรนเป็นสเตอรอยด์ฮอร์โมน (C21 steroid, pregn-4-ene-3, 20 dione) ซ่ึงถูกผลิตและหลัง่มา
อยู่ในน ้ าเลือดและน ้ านมโดยคอร์ปัสลูเทียมหลงัจากการตกไข่ระหว่างวงรอบการเป็นสัด เป็นท่ีทราบกนัว่าระดบั
ความเขม้ขน้ของโพรเจสเทอโรนสามารถใช้ระบุการเขา้สู่วงรอบการเป็นสัดและการตั้งครรภข์องโคไดโ้ดยมีความ
ถูกตอ้งอยูท่ี่ 75 – 96% ดงันั้นวิธีการตรวจหาทางระบบภูมิคุม้กนัจึงไดรั้บการพฒันาและน าไปใชใ้นการตรวจหา
ระดบัฮอร์โมนโพรเจสเทอโรน โดยการใชเ้ทคนิค enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) ซ่ึงถือวา่เป็น 
หน่ึงในวธีิการท่ีเหมาะสมท่ีสุด เน่ืองจากให้ ความไวสูง สามารถท าไดง่้าย และมีความจ าเพาะสูง ในการศึกษาน้ีได้
พฒันาชุดตรวจแบบ antibody-captured competitive ELISA โดยใชโ้มโนโคลนอลแอนติบอดี โคลน 5/G7-F4 ท่ีถูก
สร้างมาจากการใช้โพรเจสเทอโรน 3-(o-carboxymethyl) oxime (P3-CMO) ในการกระตุน้ มาตรวจโพรเจสเทอ
โรนในรูป P3-CMO และ P4 (pregn-4-ene-3, 20 dione) จากการทดลองพบวา่ความไวของการตรวจในรูปค่าความ
เขม้ขน้ในการยบัย ั้งท่ี 50% ( IC50) และค่าขีดจ ากดัในการตรวจวดั (LOD) ส าหรับโพรเจสเทอโรน P3-CMO มีค่า 
2.18 และ 0.12 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั ในขณะท่ีการตรวจโพรเจสเทอโรน P4 มีค่าเท่ากบั 4.85 และ 0.5 
นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั ผลท่ีไดน้ี้ ช้ีให้เห็นวา่ ELISA ท่ีพฒันาข้ึนมีความไวสูงพอท่ีจะใชต้รวจโพรเจส
เทอโรนในระหวา่งรอบการเป็นสัดและการตั้งครรภ ์( มีค่าโดยประมาณระหวา่ง 1 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร และ 25 
นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) ต่อมาจึงไดน้ า ELISA ท่ีพฒันาข้ึนไปตรวจโพรเจสเทอโรน (P3-CMO) ท่ีถูกเติมลงใน skim 
milk โดยค่าความถูกตอ้งของการตรวจจะแสดงในรูปของค่าร้อยละของการน ากลบั (%recovery) และค่าความ
แม่นย  าของการตรวจจะแสดงในรูปของร้อยละของสัมประสิทธ์ิของความแปรปรวน ( %coefficient of variation, % 
CV) ซ่ึงพบว่ามีค่า 85-103 % และ 0.01-0.18 % ตามล าดบั จากการหาค่า %CV ของการวิเคราะห์ในการทดลอง
เดียวกนั (intra-variation assay) และระหวา่งการทดลอง (inter-variation assay) พบวา่มีค่าอยูใ่นช่วง 0.04-1 % และ 
0.01-0.18 % ตามล าดบั เม่ือน า ELISA ท่ีพฒันาข้ึนมาตรวจโพรเจสเทอโรนในรูป  P4 ในส่วนไขมนัหลกั (core fat) 
ท่ีสกดัจากน ้านมดิบพบวา่มีค่าค่าร้อยละของการน ากลบัและร้อยละของสัมประสิทธ์ิของความแปรปรวนอยูใ่นช่วง 
80%-118% และ 0.03%-3.33% ตามล าดบั โดยปริมาณโพรเจสเทอโรนท่ีตรวจควรมีค่าอยูใ่นช่วง 1-100 นาโนกรัม
ต่อมิลลิลิตร จากนั้นไดใ้ช้ ELISA ท่ีพฒันาข้ึนตรวจปริมาณโพรเจสเทอโรนในน ้ านมโคดิบจากพระราชวงัสวน
จิตรลดา พบวา่ สามารถตรวจสอบปริมาณโพรเจสเทอโรนท่ีอยูใ่น core fat และ skim milk ได ้แต่ปริมาณท่ีตรวจได้
จะใหค้่าสูงกวา่เม่ือเปรียบเทียบกบัการตรวจดว้ยชุดตรวจสอบทางการคา้ อยา่งไรก็ตามชุดตรวจท่ีพฒันาข้ึนสามารถ
ใชบ้อกระดบัการเพิ่มข้ึนหรือลดลงของโพรเจสเทอโรนในแต่ละวนัไดส้อดคลอ้งกบัชุดตรวจสอบทางการคา้ จาก
ผลการทดลองช้ีใหเ้ห็นวา่ ELISA ท่ีพฒันาข้ึนสามารถน ามาใชใ้นการตรวจสอบฮอร์โมนโพรเจสเทอโรนในนมดิบ
ไดโ้ดยมีความถูกตอ้งและแม่นย  าอยูใ่นช่วงท่ียอมรับได ้
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Abstract 
 

Progesterone is a steroid hormone (C21 steroid, pregn-4-ene-3, 20 dione) which is produced and released 
into plasma and milk by corpus luteum after ovulation during estrous cycle. It has been known that the 
concentration level of progesterone can be used to identify cow heat period and pregnancy at 75 - 96% accuracy. 
Therefore, immunological method has been developed and applied for progesterone detection. Enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA) is considered to be one of the most suitable methods due to its high sensitivity, 
simplicity and specificity. In this study, an antibody-captured competitive ELISA was developed using the 
monoclonal antibody clone 5/G7-F4 which was raised against progesterone 3-(o-carboxymethyl) oxime (P3-
CMO) to detect progesterone P3-CMO and P4 (pregn-4-ene-3, 20 dione). The sensitivity in terms of the 50% 
inhibition concentration (IC50) and the limit of detection (LOD) for P3-CMO were found at 2.18 and 0.12 ng/ml, 
respectively. While those for P4 were found at 4.85 and 0.5 ng/ml, respectively. These results indicated that the 
developed ELISA was sensitive enough to detect progesterone during the estrous cycle and pregnancy period 
(approximately ranged between 1 ng/ml and 25 ng/ml). Later, the developed ELISA was applied to detect 
progesterone in fortified skim milk samples. The accuracy of the test was quantified in term of %recovery and the 
precision was quantified in term of %coefficients of variation (%CV) which were found at 85- 103 % and 0.01-
0.18 %, respectively. Moreover, the %CV of both intra-assay and inter-assay was also quantified and found in the 
range of 0.04-1% and 0.01-0.18%, respectively. The developed ELISA was used to detect progesterone P4 in 
core fat extract from whole milk in which the %recovery and the %CV was found in the range of 80-118% and 
0.03-3.33%, respectively. The concentration of progesterone should be in the range of 1-100 ng/ml. The 
developed was applied to detect progesterone in whole milk samples collected from cows at the Chitarada Royal 
Palace. The result showed that it could quantify the concentration of progesterone in both core fat and skim milk. 
But the concentrations detected were comparatively higher than those found by a commercially available ELISA 
test kit. However, the developed ELISA could identify the increase or decrease level of progesterone during the 
test period as compared to the commercial test kit. These results suggested that the developed ELISA could be 
used to detect progesterone in whole milk with an acceptable range of accuracy and precision.  
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1.บทน า (Introduction) 

1.1. ความส าคัญและที่มาของปัญหาที่ท าการวิจัย 
เกษตรกรรมเล้ียงโคนมเป็นอาชีพหลกัอาชีพหน่ึงท่ีสร้างรายไดใ้หก้บัเกษตรกรไทย ปัญหาส าคญัของ

เกษตรกรท่ีเล้ียงโคนม คือ ขาดการจดัการดา้นการขยายพนัธ์ุท่ีดี จึงท าใหก้ารผสมพนัธ์ุขาดประสิทธิภาพและเกิด
ความผดิพลาดได ้ ดงันั้นการหาระยะเวลาการเป็นสัดของโคเพื่อก าหนดวนัผสมพนัธ์ุท่ีถูกตอ้ง และการตรวจสอบ
การตั้งทอ้ง จึงมีความส าคญัในการเพิ่มผลผลิตทางการเกษตรกรรมเล้ียงโคนมเป็นอยา่งมาก ซ่ึงสามารถท าไดโ้ดย
การวดัระดบัฮอร์โมนโพรเจสเทอโรน (Progesterone) ในกระแสเลือดหรือน ้านม โดยระดบัโพรเจสเทอโรนจะ
สูงสุดในวนัท่ี 14-16 ของวงรอบการเป็นสัด และหลงัวนัท่ี 17 จะลดลงเร่ือยๆ จนต ่าสุดเม่ือถึงวงรอบการเป็นสัด
ใหม่ ซ่ึงระดบัโพรเจสเทอโรนในช่วงน้ีจะใหค้่าต ่าสุด ท าใหส้ามารถก าหนดเวลาในการผสมเทียมไดถู้กตอ้งแม่นย  า 
หากมีการตั้งทอ้งระดบัของโพรเจสเทอโรนยงัคงสูงอยูใ่กลเ้คียงกบัวนัท่ี 14-16 ของวงรอบการเป็นสัดและจะคง
ระดบัเช่นน้ีตลอดการตั้งทอ้งโดยประมาณวนัท่ี 20-30 ก่อนคลอดจะเร่ิมมีระดบัลดลงอยา่งชา้ๆ และมีระดบัต ่าสุดใน
วนัท่ีคลอด ซ่ึงจะใหผ้ลดีในการวเิคราะห์หาระดบัโพรเจสเทอโรนในน ้านมเพื่อตรวจการตั้งทอ้งและท านายวนัท่ีแม่
โคจะคลอดไดอ้ยา่งถูกตอ้ง โดยวธีิการวดัระดบัโพรเจสเทอโรนนั้นท าไดห้ลายวธีิเช่น การวเิคราะห์ดว้ยเทคนิค 
High performance liquid chromatography (HPLC) แต่วิธีน้ีตอ้งอาศยัเคร่ืองมือท่ีมีราคาสูงจึงไม่เหมาะแก่การใชใ้น
ระดบักลุ่มเกษตรกรทัว่ไป อีกวธีิหน่ึงไดแ้ก่การวิเคราะห์ดว้ยวธีิทางอิมมูโนวทิยา โดยการใชค้วามสามารถของ
แอนติบอดีท่ีจบักบัโพรเจสเทอโรนไดอ้ยา่งจ าเพาะ ซ่ึงสามารถใชไ้ดใ้นหอ้งปฏิบติัการทัว่ไป โดยส านกังานปรมาณู
เพื่อสันติเป็นหน่วยงานท่ีพฒันาน า Radioimmunoassay มาใชใ้นการวเิคราะห์ แต่เน่ืองจากมีการใชส้ารกมัมนัตรังสี
จึงตอ้งท าการวเิคราะห์ในห้องปฏิบติัการพิเศษเท่านั้น ในปัจจุบนัจึงไดมี้การพฒันาชุดตรวจดว้ยหลกัการ Enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) ซ่ึงสามารถใชไ้ดใ้นหอ้งปฏิบติัการทัว่ไป แต่ชุดทดสอบน้ียงัไม่มีรายงานการ
ผลิตเชิงพาณิชยใ์นประเทศไทย ดงันั้นจึงตอ้งน าเขา้ชุดตรวจจากต่างประเทศซ่ึงมีราคาสูง ท าใหก้ารตรวจดว้ยวธีิน้ี
ยงัไม่เป็นท่ีนิยม ดงันั้นทางสถาบนัเทคโนโลยชีีวภาพและวศิวะกรรมพนัธุศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั จึงไดท้  า
การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีสามารถจบักบัโพรเจสเทอโรนไดอ้ยา่งจบัเพาะและไดมี้โครงการท่ีจะพฒันา
เป็นชุดทดสอบโพรเจสเทอโรนในน ้านมโคดว้ยวธีิ ELISA เพื่อใชเ้องภายในประเทศและจะสามารถลดตน้ทุนใน
การตรวจไดม้ากกวา่ 50 เปอร์เซ็นต ์ ซ่ึงจะท าใหมี้ผูส้นใจท่ีจะใชชุ้ดตรวจน้ีในการตรวจระดบัโพรเจสเทอโรนใน
น ้านมโคเพื่อวางแผนดา้นการผสมเทียมและตรวจการตั้งครรภม์ากข้ึน นอกจากน้ียงัสามารถพฒันางานวจิยัต่อให้
เป็นชุดทดสอบชนิดแถบส าเร็จรูปหรือ Strip test (ลกัษณะเดียวกบัการแถบทดสอบการตั้งครรภข์องคน) ต่อไป 
 
1.2. วตัถุประสงค์หลกัของแผนงานวจัิย 

6.1    เพื่อพฒันาชุดทดสอบตน้แบบ ELISA ส าหรับวดัระดบัโพรเจสเทอโรน 
6.2 เพื่อประเมินประสิทธิภาพของชุดทดสอบตน้แบบ ELISA ในการตรวจโพรเจสเทอโรนใน ตวัอยา่ง

น ้านมโค 
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1.3. ขอบเขตของโครงการวจัิย 

7.1 เตรียม วสัดุอุปกรณ์ท่ีเก่ียวขอ้งในการท าชุดทดสอบโพรเจสเทอโรนแบบ ELISA  
7.2หาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเตรียมชุดทดสอบแบบ ELISA  
7.3ทดสอบประสิทธิภาพของชุดทดสอบ ELISA ตน้แบบในการตรวจโพรเจสเทอโรนใน ตวัอยา่ง

น ้านมโค 
 

1.4. ทฤษฎ ีสมมุติฐาน และกรอบแนวความคิดของแผนงานวจัิย 
 การสืบพนัธ์ุ และการผลิตน ้ านมของโค จะมีประสิทธิภาพไดโ้ดยการเพิ่มอตัราการผสมติด ซ่ึงสามารถท า
ไดโ้ดยการผสมเทียมในช่วงระยะท่ีแม่โคเป็นสัดดงันั้นการทราบระยะการเป็นสัดและการตรวจยืนยนัการตั้งทอ้งท่ี
ถูกตอ้งจึงเป็นส่ิงส าคญัมาก การท่ีจะท าให้โคผลิตนมไดจ้  าเป็นตอ้งท าให้โคนมมีการตั้งทอ้งจนกระทัง่คลอดลูก
ออกมา โดยการให้นมจะเร่ิมข้ึนตั้งแต่คลอดลูกจนกระทัง่ถึงระยะท่ีลูกโคไม่ตอ้งการนมจากแม่อีก โดยหลงัคลอด 
60 วนัเกษตรกรควรท าการตรวจความเป็นสัด และผสมเทียมในระยะท่ีแม่โคเป็นสัด หลงัจากนั้น 21-24 วนัให้ตรวจ
การตั้งทอ้งเพื่อให้การผลิตน ้ านมเป็นไปอย่างต่อเน่ือง จนกว่าแม่โคจะไม่สามารถสืบพนัธ์ุต่อไปได้ การตรวจ
ดงักล่าวสามารถท าไดโ้ดยการวดัระดบัฮอร์โมนโพรเจสเทอโรน (progesterone)ซ่ึงเป็นฮอร์โมนท่ีส าคญัต่อการ
ควบคุมท างานของระบบสืบพนัธ์ุจดัเป็นสเตอรอยด์ฮอร์โมน (Steroid hormone)มีช่ือทางเคมี คือ 4-pregnene-
3,20-dione (P4) เป็นฮอร์โมนท่ีผลิตโดยคอร์ปัสลูเทียม (corpus luteum)ของรังไข่ ในช่วงท่ีแม่โคเป็นสัด (estrous) 
โพรเจสเทอโรนในกระแสเลือดและน ้ านมจะมีปริมาณต ่ามากประมาณ 0.2-0.92 ไมโครกรัมต่อลิตร และจะมี
ปริมาณสูงสุดในช่วงกลางของวงรอบการเป็นสัดมีค่าประมาณ 0.2-30 ไมโครกรัมต่อลิตร ถา้โคนมไม่ไดรั้บการ
ผสมพนัธ์ุหรือผสมพนัธ์ุไม่ติดระดบัโพรเจสเทอโรนจะลดลงในช่วง 2-3 วนั ก่อนช่วงเป็นสัดต่อไป หากการผสม
พนัธ์ุติด คอร์ปัสลูเทียม ยงัคงท างานต่อ ท าให้ระดบัโพรเจสเทอโรนมีค่าสูงประมาณ 20-35.7 ไมโครกรัมต่อลิตร 
ตลอดการตั้งทอ้ง (Journal of Immunoassay & Immunochemistry, 2010) โดยฮอร์โมนในร่างกายโคในระหว่า
วงรอบการเป็นสัดของโคแสดงดงัรูปท่ี 1  
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 รูปท่ี 1   แสดงฮอร์โมนในร่างกายโคในระหวา่วงรอบการเป็นสัดของโค  
(เอกสารประกอบการอบรมวิชาการฯ จดัโดยสมาคมส่งเสริมการเล้ียงโคพนัธ์ุบราห์มนั วนัท่ี 4-5 มิถุนายน 2554 ณ 
หา้งฉตัรแรนซ์ อ.หา้งฉตัร จ.ล าปาง) 
 
 จากรูปท่ี 1 พบวา่ ฮอร์โมนท่ีมีบทบาทส าคญัมากท่ีสุดคือ P4- โพรเจสเทอโรน(Progesterone) ฮอร์โมนตวั
น้ีสร้างมาจากคอร์ปัสลูเทียม(corpus luteum) เป็น สเตียรอยด์ฮอร์โมนท าหนา้ท่ีให้การตั้งทอ้งด าเนินต่อไป โดย
ระดบัของฮอร์โมนโพรเจสเทอโรนจะค่อยๆเพิ่มข้ึนพร้อมๆกบัขนาดของคอร์ปัสลูเทียม และจะอยูใ่นระดบัสูงไป
ตลอดการตั้ งท้อง แต่ถ้าไม่ตั้ งท้อง ภายในวนัท่ี 15-18 หลังการเป็นสัด ระดับโพรเจสเทอโรนก็จะลดลง อัน
เน่ืองมาจาก โปรสตาแกลนดิน(Prostaglandin-PG) ท่ีหลัง่ออกมาจากมดลูกมาท าให้คอร์ปัสลูเทียมสลายตวัอย่าง
รวดเร็ว และระดบัโพรเจสเทอโรนก็ลดลงอยา่งรวดเร็วดว้ย ฮอร์โมนท่ีส าคญัถดัมาก็คือ FSH(Follicle Stimulating 
Hormone) และ LH(Luteinizing Hormone) ทั้งสองตวัเรียกรวมกนัเป็น โกนาโดโทรปิน(Gonadotropin) ซ่ึงหลัง่มา
จากต่อมใตส้มองส่วนหนา้ ดว้ยการกระตุน้ของ GnRH(Gonadotropin Releasing Hormone)ท่ีหลัง่มาจากไฮโปทา
ลามสั ใหม้าท างานท่ีรังไข่ โดยมากระตุน้ใหถุ้งไข่(follicle) เจริญข้ึนมา ระดบัของGnRH จะผกผนักบัระดบัของ โพ
รเจสเทอโรน ฮอร์โมนตวัสุดทา้ยท่ีมีในรูปคือ E2-เอสตราไดออล(Estradiol) เป็นสเตียรอยด์ฮอร์โมนท่ีบ่งบอก
ลกัษณะของเพศเมีย ฮอร์โมนน้ีจะสร้างในถุงไข่ ถา้ถุงไข่มีการเจริญข้ึนมากหรือมีจ านวนมากก็จะท าให้ระดบัของ 
E2 สูงข้ึน 

ดงันั้น การวดัระดบัโพรเจสเทอโรนในน ้ านมววัจึงเป็นวิธีท่ีสามารถน ามาใช ้เพื่อหาระยะเวลาเป็นสัดของ
โคได้อย่างแม่นย  า ท าให้สามารถก าหนดวนัผสมพนัธ์ุท่ีถูกตอ้งเป็นการเพิ่มโอกาสการตั้งท้องของแม่โค และ
สามารถใชต้รวจสอบการตั้งทอ้งของโคไดอี้กดว้ย ซ่ึงการวดัระดบัโพรเจสเทอโรนในน ้ านมโดยวิธี ELISA  เป็นวิธี
ท่ีเหมาะแก่การวดัตวัอย่างจ านวนมากในห้องปฏิบติัการธรรมดาทัว่ไปแต่ในปัจจุบนัชุดตรวจน้ีต้องน าเข้าจาก
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ต่างประเทศซ่ึงมีราคาแพง ท าให้ตน้ทุนในการตรวจสูงจึงยงัไม่เป็นท่ีนิยมกนัอย่างแพร่หลาย ดงันั้นทางสถาบนั
เทคโนโลยชีีวภาพและวศิวกรรมพนัธุศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั จึงไดท้  าการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ี
มีความจ าเพาะต่อโพรเจสเทอโรนสูง โดยจะพฒันาต่อเป็นชุดทดสอบหาระดบัฮอร์โมนน้ีในน ้ านมโค และเป็น
แนวทางในการพฒันาแถบทดสอบเพื่อใหเ้หมาะแก่การใชง้านในระดบัเกษตรกรต่อไปได ้
 
1.5. การทบทวนวรรณกรรม/สารสนเทศทีเ่กีย่วข้อง  
  การตรวจวิเคราะห์โพรเจสเทอโรนโดยวธีิทางอิมมูโนวทิยา ในปัจจุบนัมีการพฒันาการวเิคราะห์ท่ีสามารถ
ท าไดส้ะดวกและรวดเร็วข้ึน โดยอาศยัวธีิทางอิมมูโนวทิยา (Immunological method) ไดแ้ก่ วธีิเรดิโออิมมูโนแอส
เสย ์ (Radioimmunoassay, RIA) และเอนไซมลิ์งคอิ์มมูโนซอร์เบนตแ์อสเสย ์ (Enzyme-linked immunosorbent 
assay, ELISA) ส าหรับหลกัการของ RIA คืออาศยัการท าปฎิกิริยาระหวา่งแอนติเจน คือ โพรเจสเทอโรนกบั
แอนติบอดีต่อโพรเจสเทอโรน ซ่ึงมีการติดฉลากดว้ยสารกมัมนัตภาพรังสี แลว้ติดตามปริมาณ   โพรเจสเทอโรน
จากเคร่ืองนบัปริมาณรังสี เทคนิคน้ีเป็นเทคนิคท่ีมีความไวสูง ใหผ้ลการตรวจสอบท่ีถูกตอ้งแม่นย  า และมี
ความจ าเพาะ (Specificity) สูง เน่ืองจากอาศยัการจบักนัของแอนติเจนกบัแอนติบอดี (Capezzuto, 2006) แต่
เน่ืองจากเทคนิคน้ีตอ้งใชเ้คร่ืองมือในการตรวจวดัสารกมัมนัตภาพรังสี ซ่ึงตอ้งท าในห้องปฏิบติัการเท่านั้น และอาจ
ก่อใหเ้กิดปัญหาเก่ียวกบัการใชแ้ละการจดัการของเสียปนเป้ือนจากสารกมัมนัตภาพรังสี (Yalow และ Berson, 
1978) ส่วนหลกัการของเทคนิค ELISA นั้นอาศยัหลกัการท าปฎิกิริยาระหวา่งแอนติเจน คือ โพรเจสเทอโรนกบั
แอนติบอดีต่อโพรเจสเทอโรนซ่ึงมีการติดฉลากดว้ยเอนไซมแ์ทนสารกมัมนัตภาพรังสี โดยใชแ้อนติเจนหรือ
แอนติบอดีเคลือบติดกบัพื้นผิว (Solid support) ท าใหเ้กิดการจบักนัระหวา่งแอนติเจนและแอนติบอดี ตรวจวดัการ
จบักนัของเอนไซมท่ี์ติดฉลากกบัแอนติเจนหรือแอนติบอดี ซ่ึงเอนไซมจ์ะเป็นตวัช่วยในการขยายความสามารถใน
การตรวจสอบปฏิกิริยาระหวา่งแอนติเจนและแอนติบอดีท่ีเกิดข้ึน จึงเป็นปฏิกิริยาท่ีมีความไว ความจ าเพาะสูง และ
มีความเหนียวแน่นในการจบั (Affinity) เทคนิค ELISA น้ีเป็นวธีิท่ีอาศยัปฎิกิริยาทางภูมิคุม้กนัมีความนิยมมากใน
ปัจจุบนั สามารถใชใ้นการวดัระดบัสารท่ีตอ้งการตรวจวดัไดอ้ยา่งแม่นย  า มีความจ าเพาะและความไวสูง สะดวก ใช้
งานไดง่้าย ไม่เป็นพิษกบัส่ิงแวดลอ้ม สามารถน ามาตรวจสอบนอกหอ้งปฏิบติัการไดจึ้งน ามาใชใ้นฟาร์มได ้ ให้
ความถูกตอ้งสูงใหผ้ลการตรวจวดัใกลเ้คียงกบัการตรวจวดัดว้ยวธีิทางเคมี แต่ใชเ้วลานอ้ยและวเิคราะห์ตวัอยา่งได้
คราวละมากๆ และมีการใชอ้ยา่งแพร่หลาย (Nakao และคณะ 1980) 
 
1.6. ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ 

11.1ไดชุ้ดทดสอบตน้แบบ ELISA เพื่อใชห้าระดบัโพรเจสเทอโรนในน ้านมโค ท่ีสามารถน ามาใชท้ดแทน
ชุดตรวจสอบท่ีน าเขา้จากต่างประเทศ  

11.2 องคค์วามรู้ ประสบการณ์และอุปกรณ์ต่างๆ ท่ีไดส้ามารถน าไปประยกุตใ์ชใ้นการพฒันาชุดตรวจสอบท่ี
มีคุณภาพสูงต่อสารอ่ืนๆ ต่อไป 
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2. วธีิด าเนินการวจัิย (Materials & Method) 
 

2.1.  การเตรียมสารเช่ือมต่อระหว่างโพรเจสเทอโรนกบั BSA  
2.1.1 การเช่ือมต่อโพรเจสเทอโรนกบั BSA  
เน่ืองจากโพรเจสเทอโรนเป็นสารท่ีมีโมเลกุลขนาดเล็กมีคุณสมบติัเป็นแฮปเทน (hapten) ไม่สามารถ

กระตุน้การสร้างแอนติบอดีและใชใ้นการเคลือบจาน 96 หลุมท่ีผลิตจากพลาสติกได ้ตอ้งมีการเช่ือมแฮปเทนกบั
สารโมเลกุลใหญ่เช่น โปรตีน  จึงท าการเช่ือมต่อโพรเจสเทอโรนกบั BSA โดยใช ้NHS และ EDC เป็นสารเช่ือมต่อ 
(coupling agent) โดยเร่ิมจากการน าโพรเจสเทอโรน        คาร์บอกซีเมทิลออกไซม ์(P3cmo)  NHS  และ EDC  
ละลายใน DMF  เขยา่ชา้ ๆ เป็นเวลา 2 ชัว่โมง จากนั้นเติมสารละลาย BSA ใน 0.5 M carbonate buffer pH 9.6 ลงไป
ทีละหยด กวนเบา ๆ ท่ีอุณหภูมิห้อง 2 ชัว่โมงแลว้จึงน าไป ไดแอไลซ์ดว้ย PBS ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดย
เปล่ียน PBS 5 คร้ัง ทุกๆ 6 ชัว่โมง  

 
2.1.2 การวดัปริมาณโปรตีนของโพรเจสเทอโรนท่ีเช่ือมต่อกบั BSA  
ท าการหาวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนของ BSA ท่ีเช่ือมต่อกบัโพรเจสเทอโรนคาร์บอกซีเมทิลออก

ไซม ์(Bicinchoninic Acid Assay ;BCA assay) โดยใชชุ้ดทดสอบ BCATM Protein Assay Kit (PIERCE) เร่ิมจาก
เตรียม Working reagent ดว้ยการผสมรีเอเจนต ์A กบั รีเอเจนต ์B ในอตัราส่วน 50:1 จากนั้นเตรียมสารมาตรฐาน 
BSA เจือจางท่ีความเขม้ขน้ 0-1000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และสารตวัอย่าง (โพรเจสเทอโรนเช่ือมต่อกบั BSA) 
โดยท าการเจือจางด้วย PBS ซ่ึงสารมาตรฐาน และสารตวัอยา่งเจือจางท่ีความเจือจาง 2, 4, และ 8 เท่า แลว้เติมสาร
มาตรฐานและสารตวัอยา่งแต่ละความเขม้ขน้ลงในจานชนิด 96 หลุม หลุมละ 25 ไมโครลิตร เติม Working reagent 
ลงไปในหลุมท่ีมีสารมาตรฐานและสารตวัอยา่ง หลุมละ 200 ไมโครลิตร เขยา่จานชนิด 96 หลุมเบาๆ ประมาณ 30 
วนิาที ก่อนน าไปเขา้ตูบ้่ม 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นน า จานชนิด 96 หลุมออกมาวางไวใ้ห้เยน็ลง
ท่ีอุณหภูมิหอ้ง แลว้น าไปวดัค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร ดว้ยเคร่ือง ELISA microplate reader 

  
2.1.3 การหาเปอร์เซนตก์ารจบัของโพรเจสเทอโรนต่อ BSA  

เน่ืองจากในการเช่ือมต่อกนัระหว่าง BSA กบัโพรเจสเทอโรน  เป็นการจบักนัระหว่างหมู่คาร์บอกซี 
(carboxylic group) ของโพรเจสเทอโรนและ หมู่เอมีน (amino group) ของ BSA  ดงันั้นจึงสามารถวดัปริมาณ
หมู่เอมีนของ BSA  ท่ีไม่จบักบัโพรเจสเทอโรนไดโ้ดยใชว้ิธี 2,4,6-Trinitrobenzene Sulfonic Acid (TNBS) โดย
มีวิธีการดงัน้ี ละลาย BSA และ สารโพรเจสเทอโรนท่ีเช่ือมต่อกบั BSA ให้มีความเขม้ขน้ 250  และ 500 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ใน sodium bicarbonate buffer ความเขม้ขน้ 0.1 M, pH 8.5  เติมสารละลายปริมาตร 
100 ไมโครลิตร ลงในจานชนิด 96 หลุม  แลว้เติมสารละลาย TNBS ความเขม้ขน้ 0.5% (w/v) ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร   เขยา่ใหเ้ขา้กนั บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 2 ชัว่โมง จากนั้นเติมสารละลาย Sodium 
Dodecyl Sulfate (SDS) ความเขม้ขน้ 10% (w/v) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร และสารละลาย HCl ความเขม้ขน้ 1 N 
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ปริมาตร 50 ไมโครลิตร แลว้น าไปวดัการดูดกลืนแสง ดว้ยเคร่ือง microtiterplate reader ท่ีความยาวคล่ืน 335 
นาโนเมตร ค านวณหาเปอร์เซ็นต์การจบักนัระหวา่งโพรเจสเทอโรนต่อ BSA จากค่าการดูดกลืนแสงท่ีลดลง
ของ BSA ท่ีมีโพรเจสเทอโรนจบั จากค่าการดูดกลืนแสงของ BSA ในรูปอิสระ 

 
2.2.  การเตรียมแอนติบอดีและท าให้บริสุทธ์ิ  
 2.2.1 การเล้ียงเซลลแ์ละการเพิ่มจ านวนเซลลใ์นภาชนะเล้ียงเซลล ์
น าเซลล์ไฮบริโดมาโคลนท่ีผลิตแอนติบอดีท่ีมีความจ าเพาะต่อโพรเจสเทอโรนซ่ึงผลิตโดยสถาบัน

เทคโนโลยีชีวภาพ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั มาเล้ียงเพิ่มจ านวนในอาหารเล้ียงเซลล์ RPMI 1640 ท่ีมี FCS 10 
เปอร์เซ็นต ์โดยปริมาตร ในขวดเล้ียงเซลล์ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในตูเ้พาะเล้ียง
เซลลค์วบคุมระดบัคาร์บอนไดออกไซด์ท่ี 5 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 2 วนั จากนั้นถ่ายลงภาชนะปริมาตร 50 มิลลิลิตร 
เล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในตูเ้พาะเล้ียงเซลล์ควบคุมระดบัคาร์บอนไดออกไซด์ท่ี 5 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 2 
วนั แลว้ท าการยา้ยเซลลล์งขวดเล้ียงเซลลท่ี์มีการป่ันกวนขนาด 1 ลิตร ปริมาตร 600 มิลลิลิตร ป่ันกวนดว้ยความเร็ว 
20 รอบต่อนาที เล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในตูเ้พาะเล้ียงเซลล์ควบคุมระดบัคาร์บอนไดออกไซด์ท่ี 5 
เปอร์เซ็นต์ เล้ียงเซลล์เป็นเวลา 7-10 วนั จนกระทัง่ไดป้ริมาณแอนติบอดีมากพอ จากนั้นจึงแบ่งใส่หลอดน าไปป่ัน
เหวี่ยงให้เซลล์ตกตะกอนท่ีความเร็ว 1500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที แลว้แยกส่วนของเซลล์ท่ีตกตะกอนทิ้งไป 
เก็บส่วนของอาหารเล้ียงเซลลซ่ึ์งมีแอนติบอดีไว ้เพื่อน าแอนติบอดีท่ีไดไ้ปท าใหบ้ริสุทธ์ิต่อไป 

2.2.2 การท าแอนติบอดีใหบ้ริสุทธ์ิโดยวธีิ protein A affinity chromatography  
       เน่ืองจากโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีไดมี้ความจะเพาะต่อโพรเจสเทอโรนสูง มีไอโซไทป์เป็น IgG2a ซ่ึง
มีสัมพรรคภาพสูงกบัโปรตีน เอ (โปรตีน เอ 1 โมเลกุล สามารถจบักบัแอนติบอดีได ้2 โมเลกุล) จึงเลือกใชค้อลมัน์
โปรตีน เอ เซฟาโรส (protein A sepharose) ในการท าแอนติบอดีให้บริสุทธ์ิ โดยอาศยัหลกัการจบักนัของ
แอนติบอดีกบัโปรตีน เอ ซ่ึงเป็นส่วนประกอบในผนงัเซลล์ของ Staphylococcus aureus สามารถเกิดอนัตรกิริยากบั
แอนติบอดีไดโ้ดยมีสัมพรรคภาพสูงท่ีค่า pH  8.0  เม่ือค่า pH ต ่าลง อนัตรกิริยาระหวา่งโปรตีน เอ กบัแอนติบอดีจะ
มีสัมพรรคภาพต ่าลง จึงสามารถแยกแอนติบอดีออกไดโ้ดยมีวธีิการท าดงัน้ี 
 โดยน าโปรตีน เอ เซฟาโรส 0.5 กรัม มาท าให้พองตวั โดยแช่ใน PBS 5 มิลลิลิตร เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ท่ี
อุณหภูมิห้อง แลว้น าไปใส่คอลมัน์ ปรับคอลมัน์ให้อยู่ในสภาพสมดุลโดยเติม 0.1 M phosphate buffer, pH 8 
ปริมาตร  5 เท่าของคอลมัน์ ลงในคอลมัน์โปรตีน เอ เซฟาโรส ปรับ pH ของอาหารเล้ียงเซลล์ท่ีไดจ้ากขอ้ 3.4.1.4 
ให้เท่ากบั 8.1 โดยใช ้1 M Tris buffer, pH 9.0  แลว้เติมลงในคอลมัน์โดยให้มีอตัราการไหลเท่ากบั 1 มิลลิลิตรต่อ
นาที ลา้งคอลมัน์ดว้ย 0.1 M phosphate buffer, pH 8.0 ปริมาตร  5 เท่าของคอลมัน์  จากนั้นจึงชะแอนติบอดีออก
โดยใช ้0.1 M citrate buffer, pH 3.0  ปริมาตร  3 เท่าของคอลมัน์ ให้มีอตัราการไหลเท่ากบั 1 มิลลิลิตรต่อนาที 
พร้อมกบัเก็บสารละลายท่ีออกจากคอลมัน์ใส่หลอดทดลอง หลอดละ 1 มิลลิลิตร และปรับ pH สารละลายในหลอด
ทดลองให้เป็น 7.4 โดยใช ้1 M Tris buffer, pH 9.0 ปรับคอลมัน์ให้อยูใ่นสภาพสมดุลโดยเติม 0.1 M phosphate 
buffer, pH 8.0 ปริมาตร  5 เท่าของคอลมัน์ หลงัจากนั้นน าสารละลายในหลอดทดลองแต่ละหลอดไปวดัค่าการ
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ดูดกลืนแสงท่ี 280 นาโนเมตร ดว้ยเคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ แลว้เก็บสารละลายในหลอดท่ีให้ค่าการดูดกลืน
แสงสูงมารวมกนัน าไปไดแอไลซ์ดว้ย PBS ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสโดยเปล่ียน PBS 5 คร้ัง ทุก ๆ 6 ชัว่โมง  

 
2.2.3 การทดสอบความจ าเพาะของแอนติบอดีหลงัการท าใหบ้ริสุทธ์ิต่อโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ 
หลงัจากท าโมโนโคลนอลแอนติบอดีให้บริสุทธ์ิ ไดท้  าการทดสอบว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีไดย้งัมี

ความสามารถในการจบักบัโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระอยูห่รือไม่ โดยวิธี indirect competitive ELISA ซ่ึงมีวิธีการ
ทดสอบคือ เคลือบพื้นผิวของจาน 96 หลุม ดว้ยโพรเจสเทอโรนท่ีเช่ือมต่อกบั BSA หลุมละ 100 ไมโครลิตร แลว้
บ่มท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12-16 ชัว่โมง น าแต่ละหลุมมาลา้งดว้ย PBST 3 คร้ัง เติมสารละลายนม
พร่องมนัเนย 5% หลุมละ 300 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ลา้งหลุมดว้ย PBST 
3 คร้ัง เติมโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ ลงไป 50 ไมโครลิตร และแอนติบอดี หลุมละ 50 
ไมโครลิตร น าไปบ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส นาน 2 ชัว่โมง ลา้งแต่ละหลุมดว้ย PBST 3 คร้ัง เติมแอนติบอดีทุติยภูมิท่ี
จ  าเพาะต่อแอนติบอดีของหนู เช่ือมอยูก่บั HRP (HPR-labelled goat anti-mouse IgG) ท่ีเจือจาง 1:5,000 ใน PBS 
หลุมละ 100 ไมโครลิตร แลว้บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส 1 ชัว่โมง ลา้งหลุมดว้ย PBST 3 คร้ัง เติมสารละลายสับสเตรต 
ของเอนไซม ์ประกอบดว้ย TMB และ H2O2 ละลายใน 0.1 M sodium citrate buffer, pH 6.0 หลุมละ 100 
ไมโครลิตร บ่มในท่ีมืดอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 30 นาที เติม 1 M H2SO4 หลุมละ 100 ไมโครลิตร เพื่อหยุดปฏิกิริยา
เอนไซม ์แลว้น าไปวดัค่าดูดกลืนแสง 450 นาโนเมตร ดว้ยเคร่ือง ELISA microplate reader 

 
2.3. การเตรียมชุดตรวจสอบ 
ท าการออกแบบชุดตรวจสอบ 2 แบบ คือ 
- Direct competitive ELISA (Ag captured) 
- Indirect competitive ELISA (Ab captured) 

โดยชุดตรวจสอบแต่ละแบบมีขั้นตอนการเตรียมท่ีแตกต่างกนั ท าการศึกษาอตัราส่วนท่ีเหมาะสมของ
แอนติเจนและแอนติบอดี เพื่อให้ไดชุ้ดชุดตรวจสอบตน้แบบท่ีมีความไวต่อโพรเจสเทอโรนสูงสุด จึงออกแบบชุด
ตรวจสอบทั้ง 2 แบบตามขั้นตอนดงัน้ี 

 
2.3.1 การเตรียมชุดตรวจสอบแบบ Direct competitive ELISA  (Ag captured) 
ชุดตรวจสอบแบบ Direct competitive ELISA (Ag captured) เตรียมโดยเร่ิมจากการเคลือบแอนติบอดีท่ีมี

ความจ าเพาะต่อโพรเจสเทอโรนบนจานชนิด 96 หลุม หลุมละ 100 ไมโครลิตร  บ่มท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 12-16 ชัว่โมง จากนั้นลา้งดว้ย PBS ท่ีมี 0.05% Tween  จ  านวน 3 คร้ัง เติมสารละลายนมพร่องมนัเนย 5% 
หลุมละ 300 ไมโครลิตร บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนั้นลา้งด้วย PBS ท่ีมี 0.05% Tween  
จ  านวน 3 คร้ัง เติมโพรเจสเทอโรน ในรูปอิสระท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆใน PBS ลงไปพร้อมกบัโพรเจสเทอโรนท่ี
เช่ือมต่อกบั HRP หลุมละ 100 ไมโครลิตร น าไปบ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง จากนั้นน ามาลา้งดว้ย 
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PBS ท่ีมี 0.05% Tween  จ  านวน  3 คร้ัง เติมสารละลายสับสเตรทของเอนไซม ์ซ่ึงประกอบดว้ย TMB และ H2O2 
ละลายใน 0.1 M sodium acetate buffer pH 6 หลุมละ 100 ไมโครลิตร  บ่มในท่ีมืด ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 20 
นาที แลว้หยุดปฏิกิริยาเอนไซมด์ว้ยการเติม 1 M H2SO4 หลุมละ 100 ไมโครลิตร จากนั้นน าไปวดัค่าดูดกลืนแสง 
450 นาโนเมตร โดยเคร่ือง ELISA microplate reader 

 ในการเตรียมชุดตรวจสอบแบบ Direct competitive ELISA (Ag captured) น้ี ตอ้งท าการเช่ือมต่อระหวา่ง
โพรเจสเทอโรนกบั hoseradish peroxidase (HRP) เพื่อใช้เป็นตวัแข่งขนักบั โพรเจสเทอโรนในรูปอิสระซ่ึงมี
ขั้นตอนดงัน้ี 
 

2.3.1.1 การเช่ือมต่อโพรเจสเทอโรนกบัฮอร์สราดิชเพอร์ออกซิเดส (Progesterone-HRP)  
  การเช่ือมต่อโพรเจสเทอโรนเขา้กบัฮอร์สราดิชเพอร์ออกซิเดส ท าไดโ้ดยอาศยัเทคนิคคาร์โบได
ไมด์ (Cabodiimide) น าสาร NHS (N-hydroxysuccinamide) 6 มิลลิกรัม  และ EDC (1-ethyl-3-
dimethylaminopropyl) carbodiimide 6 มิลลิกรัม มาเติมลงในโพรเจสเทอโรน 8  มิลลิกรัมท่ีละลายใน 
Dimethylformamide (DMF) 1 มิลลิลิตร  เขยา่ชา้ ๆ แลว้บ่มท่ีอุณหภูมิห้องขา้มคืน จากนั้นเติมสารละลาย HRP 11.3 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรลงไป กวนเบา ๆ ท่ีอุณหภูมิห้อง 2 ชัว่โมงแลว้จึงน าไปไดแอไลซ์ดว้ย PBS ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส โดยเปล่ียน PBS  5 คร้ัง ทุกๆ  6 ชัว่โมง แลว้ท าการตรวจสอบการเช่ือมต่อดว้ยวธีิ Direct ELISA  
 

2.3.1.2 การทดสอบหาความไวของชุดตรวจสอบ ด้วยวิธี  Direct competitive ELISA (Ag 
captured)  

การทดสอบหาความไวของชุดตรวจสอบ ศึกษาจากความไวของแอนติบอดีต่อโพรเจสเทอโรนใน
รูปอิสระ โดยท าการแปรความเขม้ขน้ของโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ น าไปทดสอบกบัแอนติบอดีและโพรเจส
เทอโรนท่ีเช่ือมต่อกบั HRP ในปริมาณท่ีเหมาะสมท่ีเลือกมา ดว้ยวิธี Direct competitive ELISA (Ag captured) โดย
มีตวัควบคุมลบ คือ หลุมท่ีไม่มีโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ และตวัควบคุมบวก คือ หลุมท่ีมีโพรเจสเทอโรน 
ค านวนหาความไวท่ีได ้น าไปเปรียบเทียบกบัชุดตรวจสอบแบบอ่ืนต่อไป 

 
2.3.2 การเตรียมชุดตรวจสอบแบบ Indirect competitive ELISA       (Ab captured)  
ท าการเคลือบโพรเจสเทอโรนท่ีเช่ือมต่อกบั BSA บนพื้นผิวในของจานชนิด 96 หลุมๆ ละ 100 ไมโครลิตร 

บ่มท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12-16 ชัว่โมง แลว้ลา้งดว้ย PBST 3 คร้ัง เติมสารละลายนมพร่องมนัเนย 
5% หลุมละ 300 ไมโครลิตร น าไปบ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ลา้งแต่ละหลุมดว้ย PBST 3 คร้ัง เติม
โพรเจสเทอโรนในรูปอิสระเจือจางท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ ลงไปพร้อมกบัแอนติบอดีท่ีเช่ือมต่อกบัไบโอติน จากขอ้ 
3.2.1 หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส นาน 2 ชัว่โมง จากนั้นลา้งแต่ละหลุมดว้ย PBST 3 คร้ัง เติม 
streptavidin-HRP ซ่ึงจ าเพาะต่อไบโอตินท่ีความเขม้ขน้ 1:4,000 หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 10 นาที ล้างแต่ละหลุมด้วย PBST 3 คร้ัง จากนั้ นน ามาเติมสารละลายสับสเตรตของเอนไซม ์
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ประกอบดว้ย TMB และ H2O2 ละลายใน sodium acetate buffer หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มในท่ีมืดอุณหภูมิห้อง 
เป็นเวลา 30 นาที เติม 1 M H2SO4 หลุมละ 100 ไมโครลิตร เพื่อหยดุปฏิกิริยาเอนไซม ์แลว้ท าการวดัค่าดูดกลืนแสง 
450 นาโนเมตร ดว้ยเคร่ือง ELISA microplate reader 

 
2.3.2.1 การเช่ือมต่อระหวา่งแอนติบอดีกบัไบโอติน (คู่มือการใชง้านสาร Aminohexanoyl-Biotin-

N-Hydroxysuccinimide (Zymed)) 
  การเช่ือมต่อแอนติบอดี กบัไบโอติน เร่ิมจากน าแอนติบอดี 1.5 มิลลิกรัมไปไดแอไลซิสใน 0.1 M 
carbonate buffer pH 8.4 ขา้มคืน แลว้ท าการเติมไบโอติน 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ท่ีละลายใน DMSO กวนเบา
เป็นเวลา 4 ชัว่โมงท่ีอุณหภูมิห้อง แลว้น าไป ไดแอไลซิสใน PBS ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปล่ียน PBS 3 คร้ัง
ทุกๆ 6 ชัว่โมง 

 
2.3.2.2 การทดสอบหาความไวของชุดตรวจสอบ ด้วยวิธี  Indirect competitive ELISA (Ab 

captured) ทดสอบหาความไวของชุดตรวจสอบแบบ Direct competitive ELISA (Ab captured) โดยศึกษาจาก
ความไวของแอนติบอดีต่อโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ น าอตัราส่วนระหวา่งโพรเจสเทอโรนท่ีเช่ือมต่อกบั BSA 
กบั แอนติบอดีท่ีเช่ือมต่อกบัไบโอตินท่ีเหมาะสม มาทดสอบกบัโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ
ดว้ยวิธี Direct competitive ELISA (Ab captured) โดยมีตวัควบคุมลบ คือ หลุมท่ีไม่มีโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ 
และตวัควบคุมบวก คือ หลุมท่ีมีโพรเจสเทอโรน หาความไวน าไปเปรียบเทียบกบัชุดทดสอบแบบอ่ืน 

 
2.3.3 การทดสอบความไว (Sensitivity) ของชุดตรวจสอบ 
ท าการทดสอบความไวของชุดตรวจสอบแบบต่างๆทั้ง 2 แบบขา้งตน้ ดงัน้ี 
น าค่าการดูดกลืนแสงท่ีไดจ้ากผล ELISA มาค านวณหาค่า IC50 ดว้ยโปรแกรมส าเร็จรูป GraphPad Prism 
4.03 โดยสมการท่ีใชใ้นการค านวณคือ  

 
    IC50 = 50% B/B0 

เม่ือ B  คือ  ค่าการดูดกลืนแสงจาก ELISA ท่ีมีแอนติเจนท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ 
B0 คือ  ค่าการดูดกลืนแสงจาก ELISA ท่ีไม่มีแอนติเจน 

 
2.4.  การทดสอบประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบต้นแบบ 

 
2.4.1 การศึกษาผลของเวลาและอุณหภูมิท่ีใชใ้นการบ่มของชุดตรวจสอบตน้แบบ 
ในการปฏิบติังานจริงจะตอ้งเตรียมชุดตรวจสอบให้สะดวกต่อการใชง้านมากท่ีสุด จึงท าการแปร  อุณภูมิ

และเวลา ในการบ่มแอนติเจนและแอนติบอดีเพื่อใหส้ะดวกและรวดเร็วในการทดสอบ 
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2.4.2 การประเมินประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบตน้แบบ 
ประเมินประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบต้นแบบ โดยพิจารณาความไว (Sensitivity) ความแม่นย  า 

(Precision) และความถูกตอ้ง (Accuracy) ของชุดตรวจสอบ ดงัน้ี 
 
2.4.2.1 หาค่าความไว (Sensitivity) ของชุดตรวจสอบ 
ท าการหาความไวของชุดตรวจสอบตน้แบบโดยรายงานเป็นค่า LOD (Limit of detection; LOD) 

หรือปริมาณต ่าสุดท่ีสามารถวดัได้  และค่า LOQ (Limit of quantitation; LOD) หรือปริมาณต ่าสุดท่ีสามารถวดัได้
อยา่งถูกตอ้ง ซ่ึงค่า LOD และ LOQ หาไดจ้ากการน าค่าเฉล่ียของการดูดกลืนแสงท่ี 450 นาโนเมตร (n = 9) ท่ีไม่มี
โพรเจสเทอโรน(B0) มาลบออกจาก 3 และ 10 เท่าของค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานของ B0 ตามล าดบั จากนั้นน าค่าท่ีไดไ้ป
เทียบกบักราฟมาตรฐานของโพรเจสเทอโรนเพื่อแปลงเป็นความเขม้ขน้ของ       โพรเจสเทอโรนซ่ึงค่าความเขม้ขน้
ท่ีไดน้ี้คือ ค่าความไวของชุดตรวจสอบ น าขอ้มูลท่ีไดม้าเขียนกราฟโดยใหแ้กน X เป็นค่าลอการิทึมของความเขม้ขน้
ของโพรเจสเทอโรนและแกน Y เป็นค่า การดูดกลืนแสง หรือ %B/B0  

LOD  =  B0 - 3SD 
LOQ =  B0 - 10SD 

 
โดยท่ี  B0   คือ  ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 450 นาโนเมตร ท่ีไม่มีโพรเจสเทอโรน 

  SD คือ  ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานของ B0 
 

2.4.2.2 การหาค่าความแม่นย  า (Precision) ของชุดตรวจสอบ  
การหาค่าความแม่นย  า (Precision) ของชุดตรวจสอบ จะไดจ้ากการศึกษาความแปรปรวนของการ

ท าการทดลองซ ้ าในคร้ังเดียวกนั (Intra-variation assay) และการท าการทดลองซ ้ าระหว่างคร้ังการทดลอง (Inter-
variation assay)  

 
2.4.2.3 การหาค่าความถูกตอ้ง (accuracy) ของชุดตรวจสอบ 
ค่าความถูกตอ้ง (accuracy) ของชุดตรวจสอบสามารถวิเคราะห์ไดจ้ากค่า %Recovery โดยน า

ตวัอยา่งน ้านมโค ท่ีมีการเติมโพรเจสเทอโรนท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ ท่ีไดจ้ากการสกดัตามขั้นตอน 4.3  มาท าการหาค่า 
%Recovery โดยท าการตรวจหาความเขม้ขน้ของโพรเจสเทอโรนท่ีมีอยูใ่นตวัอยา่งและน าผลท่ีไดม้าเปรียบเทียบกบั
ความเขม้ขน้โพรเจสเทอโรนจากกราฟมาตรฐาน จากนั้นน ามาค านวณหาค่า % Recovery จากสูตรดงัน้ี 

 
                      %Recovery       =       ความเขม้ขน้ของสารท่ีวเิคราะห์ได ้    X   100 

                  ความเขม้ขน้ของสารท่ีเติมลงไป 
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2.5. การสกดัตัวอย่างทีเ่หมาะสมกบัชุดตรวจสอบต้นแบบ 
วธีิการสกดัท่ีเหมาะสมจากตวัอยา่งน ้ านมโค ท าการทดลองโดยน าน ้ านมโคปริมาณ 50 มิลลิลิตร น าไปป่ัน

เหวี่ยงท่ีความเร็ว 1,500 xg ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที น าส่วนบนท่ีเป็นชั้นไขมนัมาสกดั โดย
น าไปตม้ในอ่างควบคุมอุณหภูมิท่ี 90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5-10 นาที จะไดข้องเหลวสีเหลืองแบ่งหลอดละ 10 
ไมโครลิตร เติม P4 ท่ีละลายอยูใ่น 5% Methanolใน PBST ผสมให้เป็นเน่ือเดียวกนั น าไปสกดัดว้ย Petroleum ether 
: Methanol : Water อตัราส่วน 0.5: 0.75 : 0.125 ปริมาตรต่อปริมาตร น าส่วน Methanol มาท าให้แห้งดว้ยเคร่ือง
กลัน่ระเหยระบบสูญญากาศ (Rotary Vacuum Evaporator) ท่ีอุณหภูมิ 60-70 องศาเซลเซียส ละลายกลบัดว้ย 0.5 
ไมโครลิตรของ 5% Methanolใน PBST จากนั้นน าไปทดสอบกบัชุดตรวจสอบตน้แบบ เปรียบเทียบความเขม้ขน้
ของโพรเจสเทอโรนท่ีไดก้บัสารละลายมาตรฐานโพรเจสเทอโรน  
 น าน ้านมโค 3 มิลลิลิตรต่อตวัอยา่ง เติม โพรเจสเทอโรน P4 ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆใหค้วามเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น 
1 – 100 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ลงในน ้านมดิบความเขม้ขน้ละ 3 ซ ้ า น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 1,500 xg ท่ีอุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที แยกชั้นไขมนัท่ีไดด้า้นบนใส่หลอดทดลอง น าไปตม้ในอ่างควบคุมอุณหภูมิท่ี 90 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5-10 นาที จะไดข้องเหลวสีเหลืองดูดใส่หลอดทดลองใหม่ น าไปสกดัดว้ย Petroleum ether 
: Methanol : Water อตัราส่วน 0.5: 0.75 : 0.125 มิลลิลิตรต่อตวัอยา่ง น าส่วน Methanol มาท าให้แห้งดว้ยเคร่ือง  
Rotary Evaporator ท่ีอุณหภูมิ 60-70 องศาเซลเซียส จนแห้ง ละลายกลบัดว้ย 0.5 มิลลิลิตรลิตรของ 5% เมทานอล 
ละลายใน PBST  เติม แอนติบอดีต่อโพรเจสเทอโรนท่ีติดกบัไบโอติน 1:6000 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตรลิตร น าไป
ตรวจด้วยชุดตรวจตน้แบบท่ีเตรียมได ้หลุมละ 100 ไมโครลิตร ท าทั้งหมด 8 ซ ้ า จากนั้นน าไปทดสอบกบัชุด
ตรวจสอบตน้แบบ เปรียบเทียบความเขม้ขน้ของโพรเจสเทอโรนท่ีไดก้บัสารละลายมาตรฐานโพรเจสเทอโรน 
 

2.6. การวเิคราะห์โพรเจสเทอโรนในตัวอย่างน า้นมโค 
เก็บน ้ านมโคซ่ึงอยู่ในระยะต่างๆของวงรอบการเป็นสัด จากฟาร์มโคนมสวนจิตรลดา จากแม่โค 3 ตวั 

ไดแ้ก่ NF, 193 และ 296 เก็บตวัอยา่งทุกๆ 2 วนั เป็นเวลา 1 เดือน  ท าการสกดัน ้านมตวัอยา่งและตรวจหาปริมาณโพ
รเจสเทอโรนด้วยชุดตรวจสอบท่ีเตรียมได้เทียบกบักราฟโพรเจสเทอโรนมาตรฐานและท าการเปรียบเทียบการ
วเิคราะห์ตวัอยา่งท่ีไดก้บัชุดตรวจสอบทางการคา้  

 โดยน าน ้ านมมาละลายท่ีอุณหภูมิห้อง อุ่นในอ่างควบคุมอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 
นาที ผสมให้เป็นเน้ือเดียวกนั น าน ้ านมโค 3 มิลลิลิตรต่อตวัอยา่ง น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 1,500 xg ท่ีอุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที แยกชั้นไขมนัท่ีไดด้า้นบนใส่หลอดทดลอง (น า Skim milk ไปตรวจดว้ยวิธีตรวจ
แบบท่ี 2 และ3 ต่อไป) น าไปตม้ในอ่างควบคุมอุณหภูมิท่ี 90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5-10 นาที จะไดข้องเหลวสี
เหลืองดูดใส่หลอดทดลองใหม่ น าไปสกดัดว้ย Petroleum ether : Methanol : Water อตัราส่วน 0.5: 0.75 : 0.125 
มิลลิลิตรต่อตวัอยา่ง น าส่วน Methanol มาท าใหแ้หง้ดว้ยเคร่ือง  Rotary Evaporator ท่ีอุณหภูมิ 60-70 องศาเซลเซียส 
จนแหง้ ละลายกลบัดว้ย 0.5 มิลลิลิตรลิตรของ 5% เมทานอล ละลายใน PBST  เติม แอนติบอดีต่อโพรเจสเทอโรนท่ี
ติดกบัไบโอติน 1:6000 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตรลิตร น าไปตรวจดว้ยชุดตรวจตน้แบบท่ีเตรียมได้ หลุมละ 100 
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ไมโครลิตร ท าทั้งหมด 8 ซ ้ า น าค่าดูดกลืนแสงท่ีไดเ้ทียบกบักราฟโพรเจสเทอโรนมาตรฐานและท าการเปรียบเทียบ
การวเิคราะห์ตวัอยา่งท่ีไดก้บัชุดตรวจสอบทางการคา้  
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3. ผลการวจัิย (Results) 
3.1 การเตรียมแอนติบอดีและท าให้บริสุทธ์ิ 
น าไฮบริโดมาท่ีผลิตแอนติบอดีต่อโพรเจสเทอโรนท่ีเก็บไวใ้นไนโตรเจนเหลวออกมาเล้ียงเพิ่มจ านวนใน

อาหารเล้ียงเซลล์ท่ีมีซีรัม (FCS) ร้อยละ 10 เล้ียงในภาชนะเล้ียงเซลล์ ( spinner flask)  ขนาด 1 ลิตร น าไปบ่มในตู้
บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ภายใตส้ภาวะท่ีมี แก๊สคาร์บอนไดออกไซดร้์อยละ 5 เป็นเวลา 1 สัปดาห์ เพื่อให้ได้
แอนติบอดีในปริมาณท่ีเขม้ขน้ จากนั้นท าการป่ันแยกเซลล์ไฮบริโดมาออก เก็บเอาส่วนอาหารเล้ียงเพื่อน ามาแยก
แอนติบอดีให้บริสุทธื ดว้ยวิธี affinity chromatography โดยผา่น คอลมัน์ protein G sepharose  หลงัจากนั้นชะเอา
ส่วนแอนติบอดีดว้ย 0.1 M glycine buffer pH 2.7 เก็บส่วนแอนติบอดีท่ีไดไ้ปวดัค่าดูดกลืนแสงท่ี 280 นาโนเมตร 
และวดัปริมาณโปรตีนดว้ยวิธี bicinchoninic acid assay (BCA assay) แลว้น าส่วนท่ีมีปริมาณโปรตีนสูงรวมกนั
น าไป dialysis ดว้ย บฟัเฟอร์ PBS pH 7.2  น าไปวดัปริมาณโปรตีนหลงัจากรวมแลว้ไดป้ริมาณรวมเป็น 45 
มิลลิกรัม และหาปริมาณแอนติบอดี (IgG) รวมไดเ้ป็น 29.6 มิลลิกรัม มีความบริสุทธ์ิคิดเป็นร้อยละ 66 หลงัจากนั้น
ท าการทดสอบประสิทธิภาพของแอนติบอดีท่ีไดโ้ดยวธีิ indirect ELISA 

 
3.2 การเตรียมชุดตรวจสอบ 
การพฒันาชุดตรวจสอบตน้แบบเพื่อให้ไดก้ราฟมาตรฐานท่ีครอบคุมช่วงของปริมาณฮอร์โมนโพรเจสเทอ

โรนท่ีตอ้งการ โดยศึกษาทั้งหมด 2 แบบ ไดแ้ก่  

- แบบท่ี 1 Competitive Indirect ELISA (Antibody capture; โมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อโพรเจสเทอ

โรนเช่ือมติดกบัไบโอติน) 

- แบบท่ี 2 Competitive direct ELISA (Antigen capture; โพรเจสเทอโรนเช่ือมติดกบัเอน็ไซม ์HRP) 

   

ชุดตรวจสอบแต่ละแบบมีขั้นตอนการเตรียมท่ีแตกต่างกนั โดยตอ้งท าการเตรียมแอนติเจนและแอนติบอดี

ใหเ้หมาะสมกบัแต่ละวธีิ เพื่อน าไปศึกษาอตัราส่วนท่ีเหมาะสมของแอนติเจนและแอนติบอดี เพื่อให้ไดชุ้ด

ชุดตรวจสอบตน้แบบท่ีมีความไวต่อโพรเจสเทอโรนสูงสุด จึงออกแบบชุดตรวจสอบทั้ง 2 แบบตาม

ขั้นตอนดงัน้ี 

  3.2.1 แบบท่ี1 Competitive Indirect ELISA (Antibody capture; โมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ 
 โพรเจสเทอโรนเช่ือมติดกบัไบโอติน) 

3.2.1.1 การเช่ือมติดแอนติเจน P3 (3-(o-carboxymethyl)oxime) กบัโปรตีนพาหะ BSA และ 
OVA 
- การเช่ือมต่อ โพรเจสเทอโรนกบั BSA 
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ไดเ้ป็น P3-BSA เพื่อน าไปเคลือบจานชนิด 96 หลุม (96 wells plate) ส าหรับใชเ้ตรียมชุด
ตรวจสอบ ELISA โดยใช ้NHS และ EDC เป็นสารเช่ือมต่อ โดยน าโพรเจสเทอโรน P3 ละลายใน DMSO 
เติม NHS และ EDC กวนเบาๆเป็นเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นหยดสารละลาย BSA ท่ีละลายใน 0.5 M 
carbonate buffer pH 9.6 กวนเบาๆท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 2 ชัว่โมง แลว้น าไป dialysis เป็นเวลา 3 วนั 
แล้วจึงน าสารละลายท่ีได้ไปหาปริมาณโปรตีนด้วยวิธีการ BCA สารละลายท่ีได้มีความเขม้ข้น 1.34 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร หลงัจากนั้นน าสารละลายท่ีเตรียมไดแ้บ่งใส่หลอดเก็บท่ี   -70 องศาเซลเซียส 

 
- การเช่ือมต่อ โพรเจสเทอโรนกบั OVA 

ไดเ้ป็น P3-OVA เพื่อน าไปเคลือบจานชนิด 96 หลุม (96 wells plate) ส าหรับใชเ้ตรียมชุด
ตรวจสอบ ELISA  น าโพรเจสเทอโรน P3cmo ละลายใน DMSO เติมโปรตีน OVA ( 10 มิลลิกรัม) ท่ี
ละลายในบฟัเฟอร์ กวนเบาๆท่ีอุณหภูมิห้อง เช่ือมติดโพรเจสเทอโรนกบั OVA โดยใช ้glutaraldehyde เติม
ลงในสารละลายให้ความเขม้ขน้สุดทา้ยมี glutaraldehyde อยูร้่อยละ 0.2 กวนเบาๆท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 
2 ชัว่โมง แลว้น าไป dialysis เป็นเวลา 3 วนั หลงัจากนั้นน าสารละลายท่ีเตรียมไดแ้บ่งใส่หลอดเก็บท่ี -70 
องศาเซลเซียส 

 3.2.1.2การเช่ือมต่อระหวา่งแอนติบอดีกบัไบโอติน (คู่มือการใชง้านสาร Aminohexanoyl-
Biotin-N-Hydroxysuccinimide (Zymed))  

   การเช่ือมต่อแอนติบอดี กบัไบโอติน เร่ิมจากน าแอนติบอดี 1.5 มิลลิกรัมไปไดแอไลซิส
ใน 0.1 M carbonate buffer pH 8.4 ขา้มคืน เตรียม stock ไบโอติน ท่ีความเขม้ขน้ 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
โดยปริมาณไบโอตินท่ีใชคื้อ 100 ไมโครกรัมต่อแอนติบอดี 1 มิลลิกรัม ซ่ึงโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อโพ
รเจสเทอโรนท่ีบริสุทธ์ิแลว้มีความเขม้ขน้ของแอนติบอดีเป็น 1.3 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร หลงัจากนั้นเติม  
stock ไบโอติน ปริมาตร 13 ไมโครลิตร ลงในแอนติบอดี 1 มิลลิลิตร ท่ีละลายใน DMSO บ่มท่ีอุณหูมิห้อง 
กวนเบาๆ เป็นเวลา 4 ชัว่โมง น าไป ไดแอไลซิสใน PBS ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วนั เปล่ียน 
PBS 3 คร้ังยืนยนัผลการเช่ือมติดดว้ย Indirect ELISA โดยเคลือบจานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลุมดว้ย
แอนติเจน P3-BSA ท่ีเตรียมไดจ้ากขอ้ 1 หลงัจากนั้นน าสารละลายท่ีเตรียมไดแ้บ่งใส่หลอดเก็บท่ี -70 องศา
เซลเซียส 

3.2.1.3 การหาสภาวะท่ีเหมาะสมและทดสอบความไวของชุดตรวจสอบตน้แบบท่ี 1 
หาความเขม้ขน้ของแอนติเจนและแอนติบอดีท่ีเหมาะสมดว้ยวิธี direct ELISA โดยท าการ

เคลือบโพรเจสเทอโรนท่ีเช่ือมต่อกบั BSA บนพื้นผิวในของจานชนิด 96 หลุมๆ ท่ีความเขม้ขน้ 0.0625-2 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12-16 ชัว่โมง 
น ามาลา้งดว้ย PBST 3 คร้ัง เติมสารละลาย 1%BSA ท่ีละลายใน PBS แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 
1 ชัว่โมง จากนั้นน ามาลา้งดว้ย PBST 3 คร้ัง เติม โมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อโพรเจสเทอโรนเช่ือมติด
กบัไบโอตินเจือจางท่ีความเขม้ขน้ 1:1000 – 1:128000 บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง 1 ชัว่โมง ลา้งดว้ย PBST เติม
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สารละลาย Streptavidin ท่ีมี HRP เช่ือมอยู่ 1:2000 บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง 10 นาที ลา้งดว้ย PBST เติม
สารละลายสับสเตรทของเอนไซม์ หยุดปฏิกิริยาเอนไซม์ น าไปวดัค่าดูดกลืนแสง 450 นาโนเมตรดว้ย
เคร่ือง ELISA microplate reader ไดค้วามเขม้ขน้ของแอนติเจนและแอนติบอดีท่ีเหมาะสมคือ  0.25 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ 1:6000 ตามล าดบั ทดสอบหาความไวของชุดตรวจสอบแบบ โดยศึกษาจาก
ความไวของแอนติบอดีต่อโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ น าอตัราส่วนระหวา่งโพรเจสเทอโรนท่ีเช่ือมต่อกบั 
BSA กบั แอนติบอดีท่ีเช่ือมต่อกบัไบโอตินท่ีเหมาะสมท่ีไดม้าท า Competitive direct ELISA โดยท าตาม
ขั้นตอน direct ELISA เบ่ืองตน้ท่ีกล่าวมาแลว้  มาทดสอบกบัโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระโดยมีตวัควบคุม
ลบ คือ หลุมท่ีไม่มีโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ และตวัควบคุมบวก คือ หลุมท่ีมีโพรเจสเทอโรนท่ีความท่ี
ความเขม้ขน้ 50, 10, 5, 2.5, 1, 0.5, 0.25, 0.125 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร เติมลงไปพร้อมกบั แอนติบอดีต่อโพ
รเจสเทอโรนเช่ือมติดกับไบโอติน 1:6000 พบว่าได้ค่าของปริมาณความเข้มข้นของโพรเจสเทอโรนท่ี
ตรวจวดัในน ้านมไดอ้ยูใ่นช่วง 0.5 ถึง 50 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร  น าค่าการดูดกลืนแสงท่ีไดจ้ากผล ELISA 
มาค านวณหาค่า IC50 ดว้ยโปรแกรมส าเร็จรูป GraphPad Prism 4.03 โดยสมการท่ีใชใ้นการค านวณคือ  

    IC50 = 50% B/B0 
เม่ือ B  คือ  ค่าการดูดกลืนแสงจาก ELISA ท่ีมีแอนติเจนท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ 

B0 คือ  ค่าการดูดกลืนแสงจาก ELISA ท่ีไม่มีแอนติเจน 
 ท าการหาความไวของชุดตรวจสอบตน้แบบโดยรายงานเป็นค่า LOD (Limit of detection; LOD) 
หรือปริมาณต ่าสุดท่ีสามารถวดัไดห้าไดจ้ากการน าค่าเฉล่ียของการดูดกลืนแสงท่ี 450 นาโนเมตรไม่มีโพ
รเจสเทอโรน(B0) มาลบออกจาก 3 เท่าของค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานของ B0 ตามล าดบั จากนั้นน าค่าท่ีไดไ้ป
เทียบกบักราฟมาตรฐานของโพรเจสเทอโรนเพื่อแปลงเป็นความเขม้ขน้ของ       โพรเจสเทอโรนซ่ึงค่า
ความเขม้ขน้ท่ีได้น้ีคือ ค่าความไวของชุดตรวจสอบ น าขอ้มูลท่ีไดม้าเขียนกราฟโดยให้แกน X เป็นค่า
ลอการิทึมของความเขม้ขน้ของโพรเจสเทอโรนและแกน Y เป็นค่า การดูดกลืนแสง หรือ %B/B0  

LOD  =  B0 - 3SD 
โดยท่ี  B0   คือ  ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 450 นาโนเมตร ท่ีไม่มีโพรเจสเทอโรน 

  SD คือ  ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานของ B0 
       จะไดค้่า IC50 และ LOD เป็น 4.85 และ 0.5 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั(รูปท่ี2 ตารางท่ี1 ขอ้ 1) 
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        รูปท่ี 2.แสดงกราฟมาตราฐานของโพรเจสเทอโรนในการเตรียมชุดตรวจ ELISA ตน้แบบ(แบบท่ี 1) 

 
 

  3.2.2 แบบท่ี 2 Competitive direct ELISA (Antigen capture; โพรเจสเทอโรนเช่ือมติดกบัเอ็นไซม ์
  HRP) 

 ในการเตรียมชุดตรวจสอบแบบ Competitive direct ELISA (Ag captured) น้ี ตอ้งท าการเช่ือมต่อระหวา่ง
โพรเจสเทอโรนกบั hoseradish peroxidase (HRP) เพื่อใชเ้ป็นตวัแข่งขนักบั โพรเจสเทอโรนในรูปอิสระซ่ึง
มีขั้นตอนดงัน้ี 

 3.2.2.1 การเช่ือมต่อโพรเจสเทอโรนกบัเอน็ไซม ์HRP (Progesterone-HRP)  
 การเช่ือมต่อโพรเจสเทอโรนเขา้กบัเอ็นไซม ์HRP ท าไดโ้ดยอาศยัเทคนิคคาร์โบไดไมด์ (Cabodiimide) น า
สาร NHS (N-hydroxysuccinamide) 6 มิลลิกรัม  และ EDC (1-ethyl-3-dimethylaminopropyl) 
carbodiimide 6 มิลลิกรัม มาเติมลงในโพรเจสเทอโรน 8  มิลลิกรัมท่ีละลายใน Dimethylformamide (DMF) 
1 มิลลิลิตร  เขย่าช้า ๆ แลว้บ่มท่ีอุณหภูมิห้องขา้มคืน จากนั้นเติมสารละลาย HRP 11.3 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตรลงไป กวนเบา ๆ ท่ีอุณหภูมิห้อง 2 ชัว่โมงแลว้จึงน าไปไดแอไลซ์ดว้ย PBS ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส โดยเปล่ียน PBS  6 คร้ัง ทุกๆ  12 ชัว่โมง แลว้ท าการตรวจสอบการเช่ือมต่อดว้ยวธีิ Direct ELISA  

การเตรียมชุดตรวจสอบแบบท่ี2 ตอ้งหาความเขม้ขน้ของแอนติบอดีและแอนติเจนท่ีเหมาะสมดว้ย
วิธี direct ELISA โดยเคลือบจานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลุมดว้ย แอนติบอดีท่ีจ  าเพาะต่อโพรเจสเทอโรน 
เจือจางท่ีความเขม้ขน้ 0.0625-2 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร หลุมละ 100 ไมโครลิตร  บ่มท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 12-16 ชัว่โมง น ามาลา้งดว้ย PBST จ านวน 3 คร้ัง เติมสารละลาย 1%BSA หลุมละ 300 
ไมโครลิตร แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนั้นน ามาลา้งดว้ย PBST จ านวน 3 คร้ัง เติม
โพรเจสเทอโรน เช่ือมติดกบัเอ็นไซม ์HRP ท่ีความเขม้ขน้ 1:1000 ถึง 1:20,000 บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง 1 ชัว่โมง 
ลา้งดว้ย PBST เติมสารละลายสับสเตรทของเอนไซม ์ซ่ึงประกอบดว้ย TMB และ H2O2 ละลายใน 205 mM 

y = -0.279ln(x) + 1.213 
R² = 0.9885 
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Potassium citrate buffer pH 4 หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มในท่ีมืด ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 30 นาที แลว้
หยดุปฏิกิริยาเอนไซมด์ว้ยการเติม 1 M H2SO4 หลุมละ 100 ไมโครลิตร จากนั้นน าไปวดัค่าดูดกลืนแสง 450 
นาโนเมตร โดยเคร่ือง ELISA microplate reader ไดค้วามเขม้ขน้ของแอนติบอดีและแอนติเจนท่ีเหมาะสม
คือ  0.35 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ 1:14000 ตามล าดบั น าความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมท่ีไดม้าหาความไว
ของแอนติบอดีต่อโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ ดว้ยวิธี Competitive direct ELISA โดยท าตามขั้นตอน 
direct ELISA เบ่ืองตน้ท่ีกล่าวมาแลว้ ซ้ึงจะท าการแปรความเขม้ขน้ของโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ(P4 ; 
4-Prognene-3,20-dione) มาตรฐานท่ีความเขม้ขน้ 50, 25, 10, 5, 2.5, 1, 0.5, 0.25, 0.1, 0.05 และ  0 นาโน
กรัมต่อมิลลิลิตร เติมลงไปพร้อมกบัโพรเจสเทอโรนท่ีมี HRP ท่ีเจือจาง 1:14,000 โดยมีตวัควบคุมลบ คือ 
หลุมท่ีไม่มีโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ และตวัควบคุมบวก คือ หลุมท่ีมีโพรเจสเทอโรน ค านวนหาความ
ไวท่ีไดค้  านวนตามขอ้ 2.2.1.3 จะได้ค่า IC50 และ LOD เป็น 3.01 และ 0.25 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร 
ตามล าดบั (รูปท่ี 3 ตารางท่ี 1 ขอ้ 2) 

  

 
รูปท่ี 3.แสดงกราฟมาตราฐานของโพรเจสเทอโรนในการเตรียมชุดตรวจ ELISA ตน้แบบ(แบบท่ี 2) 
3.3  การทดสอบประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบต้นแบบ 

3.3.1 การประเมินประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบตน้แบบ 
ประเมินประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบตน้แบบ โดยพิจารณาความไว(Sensitivity) ความแม่นย  า 

(Precision) และความถูกตอ้ง (Accuracy) ของชุดตรวจสอบ ดงัน้ี 
3.3.1.1 หาค่าความไว (Sensitivity) ของชุดตรวจสอบ 
ท าการหาความไวของชุดตรวจสอบตน้แบบโดยรายงานเป็นค่า LOD (Limit of detection; 

LOD) หรือปริมาณต ่าสุดท่ีสามารถวดัได ้  ซ่ึงค่า LOD หาไดจ้ากการน าค่าเฉล่ียของการดูดกลืนแสงท่ี 450 นาโน
เมตร (n = 9) ท่ีไม่มีโพรเจสเทอโรน(B0) มาลบออกจาก 3 เท่าของค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานของ B0 ตามล าดบั จากนั้น
น าค่าท่ีไดไ้ปเทียบกบักราฟมาตรฐานของโพรเจสเทอโรนเพื่อแปลงเป็นความเขม้ขน้ของ       โพรเจสเทอโรนซ่ึงค่า

y = -0.265ln(x) + 1.0179 
R² = 0.9895 
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ความเขม้ขน้ท่ีไดน้ี้คือ ค่าความไวของชุดตรวจสอบ น าขอ้มูลท่ีไดม้าเขียนกราฟโดยใหแ้กน X เป็นค่าลอการิทึมของ
ความเขม้ขน้ของโพรเจสเทอโรนและแกน Y เป็นค่า การดูดกลืนแสง หรือ %B/B0  ผลดงัตารางท่ี 1 

LOD  =  B0 - 3SD 
โดยท่ี  B0   คือ  ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 450 นาโนเมตร ท่ีไม่มีโพรเจสเทอโรน 

  SD คือ  ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานของ B0 
ตารางท่ี1 แสดงค่า IC50 และ LOD ในการพฒันาชุดตน้แบบดว้ยวธีิ ELISA แบบต่างๆ ต่อฮอร์โมนโพรเจสเทอโรน 

วธีิเตรียมชุดตรวจสอบ
ตน้แบบ 

สัดส่วนของแอนติเจนกบัแอนติบอดี Progesterone(P4) 
IC50 (ng/ml) LOD(ng/ml) 

1. Competitive indirect 
ELISA (Antibody capture) 

Pro-BSA = 0.25 µg/ml 
MAb.Pro-Biotin = 1:6,000 
Range of detection = 50-0.5 ng/ml 

 
4.85 

 
0.50 

2. Competitive direct ELISA 
(Antigen capture) 

MAb.Pro.= 0.35 µg/ml 
Pro.-HRP = 1:14,000 
Range of detection = 25-0.25 ng/ml 

 
3.01 

 
0.25 

 
3.3.1.2 การหาค่าความแม่นย  า (Precision) ของชุดตรวจสอบ  
การหาค่าความแม่นย  า (Precision) ของชุดตรวจสอบ จะไดจ้ากการศึกษาความแปรปรวน

ของการท าการทดลองซ ้ าในคร้ังเดียวกนั (Intra-variation assay) และการท าการทดลองซ ้ าระหว่างคร้ังการทดลอง 
(Inter-variation assay)  

3.3.1.3 การหาค่าความถูกตอ้ง (accuracy) ของชุดตรวจสอบ 
ค่าความถูกตอ้ง (accuracy) ของชุดตรวจสอบสามารถวเิคราะห์ไดจ้ากค่า %Recovery โดย

น าตวัอย่างน ้ านมโค ท่ีมีการเติมโพรเจสเทอโรนท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ มาท าการหาค่า %Recovery โดยท าการ
ตรวจหาความเขม้ขน้ของโพรเจสเทอโรนท่ีมีอยูใ่นตวัอยา่งและน าผลท่ีไดม้าเปรียบเทียบกบัความเขม้ขน้โพรเจส
เทอโรนจากกราฟมาตรฐาน จากนั้นน ามาค านวณหาค่า % Recovery จากสูตรดงัน้ี 

 
                      %Recovery       =       ความเขม้ขน้ของสารท่ีวเิคราะห์ได ้    X   100 

                  ความเขม้ขน้ของสารท่ีเติมลงไป 
 การหาค่าความแม่นย  า(Precision) และค่าความถูกตอ้ง (accuracy) โดยท าการตรวจหาสารมาตรฐานโพ
รเจสเทอโรนท่ีเติมลงในตวัอยา่งน ้ านมโคท่ีเจือจางดว้ยPBS ท่ี 1:5 และ 1:10 ความปริมาณความเขม้ขน้โพรเจสเทอ
โรนต่างๆกนั โดยให้ความเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น  0, 2.5, 5, 10, 25 และ 50 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ( แต่ละความเขม้ขน้
ท า 3 ซ ้ า )แล้วน าไปตรวจหาโพรเจสเทอโรนจากตวัอย่างน ้ านมโค โดยน ามาตรวจสอบด้วยชุดตรวจ ELISA 
ตน้แบบ (แบบท่ี1 Competitive direct ELISA  Antibody capture; แอนติบอดีต่อโพรเจสเทอโรนท่ีติดกบั Biotin) ท่ี
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เตรียมได ้ซ่ึงในการตรวจหาโพรเจสเทอโรนจากตวัอยา่งนั้นตอ้งท ากราฟมาตราฐาน (รูปท่ี 4 ) ดว้ยทุกคร้ัง โดยได้
กราฟมาตราฐานของโพรเจสเทอโรน อยูใ่นช่วงความเขม้ขน้ 1 – 50  นาโนกรัมต่อมิลลิลิตรตามล าดบั  แลว้น าค่า
การดูดกลืนแสงท่ี 450 นาโนเมตร ไปแทนค่าในสมการท่ีไดจ้ากกราฟมาตราฐานเพื่อค านวณหาปริมาณของโพรเจส
เทอโรนในตวัอยา่งน ้านมโค (ตารางท่ี 2) 

  
รูปท่ี 4   กราฟมาตารฐานแสดงปริมาณความเขม้ขน้ฮอร์โมนโพรเจสเทอโรนกบัค่าการดูดกลืนแสดงท่ีไดจ้ากการ
เตรียมชุดตรวจ ELISA ตน้แบบ(แบบท่ี 1) 
A) กราฟมาตรฐานแสดงปริมาณความเขม้ขน้ต่างๆของฮอร์โมนโพรเจสเทอโรนท่ีละลายในบฟัเฟอร์ 
B) กราฟมาตรฐานแสดงปริมาณความเขม้ขน้ต่างๆของฮอร์โมนโพรเจสเทอโรนท่ีละลายในน ้านมเจือจาง 1:10 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(A)  y = -0.34ln(x) + 1.431 
R² = 0.980 

(B)  y = -0.14ln(x) + 0.682 
R² = 0.964 
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ตารางท่ี 2  การวเิคราะห์ปริมาณโพรเจสเทอโรนในตวัอยา่งน ้านมท่ีเจือจางท่ีความเขม้ขน้ต่างๆดว้ยวธีิ Competitive 
Indirect ELISA (Antibody capture) แบบท่ี 1 

Fortified  
Conc. (ng/ml) 

Sample Mean±SD  
(ng/ml) 

CV  
(%) 

Recovery (%) 

50 1:5 
1:10 

32.87±0.01 
39.41±0.02  

0.01 
0.04 

    65.74 
    78.82 

25 1:5 
1:10 

 24.23±0.01 
 29.08±0.02  

0.04 
0.08 

    96.90 
  116.31 

10 1:5 
1:10 

   9.93±0.03 
 13.84±0.01  

0.31 
0.09 

    99.27 
  138.38 

  5 1:5 
1:10 

   5.68±0.03 
   8.74±0.02  

0.47 
0.17 

  113.64 
  174.74 

  2.5 1:5 
1:10 

   2.90±0.02 
   3.72±0.03  

0.55 
0.81 

  116.01 
  148.89 

  1 1:5 
1:10 

   0.61±0.02 
   0.90±0.06  

3.12 
6.14 

    61.09 
    89.52 

  
 จากผลการทดสอบความแม่นย  าพบว่าชุดตรวจสอบปริมาณโพรเจสเทอโรนต้นแบบโดยใช้หลักการ 
ELISA แบบท่ี 1 คือ antibody captured direct competitive ELISA (Streptavidin-HRP) สามารถตรวจหาระดบั
ปริมาณฮอร์โมนโพรเจสเทอโรนไดอ้ยู่ในช่วงความเขม้ขน้ 1 – 50  นาโนกรัมต่อมิลลิลิตรและเม่ือท ากราฟ
มาตรฐานเปรียบเทียบระหวา่งกราฟมาตรฐานท่ีใชต้วัท าละลายฮอร์โมนโพรเจสเทอโรน เป็นบฟัเฟอร์(PBS) กบั
น ้านมเจือจาง 1:10 พบวา่สารประกอบในน ้านม(Milk Matrix) มีผลต่อค่าดูดกลืนแสง ดงัรูปท่ี 3 และเม่ือเติมปริมาณ
โพรเจสเทอโรนท่ีความเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น 50, 25, 10, 5, 2.5 และ 1 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ลงในน ้ านมโดยน ามาวดั
ปริมาณโพรเจสเทอโรนดว้ยชุดตรวจตน้แบบท่ี 1 พบวา่เม่ือเจือจางน ้ านม เป็น 1:5 จะให้ค่า %CV อยูใ่นช่วง 0.01-
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3.12   ค่า %Recovery อยูใ่นช่วง 61.09-116.01 และ 1:10 จะให้ค่า %CV อยูใ่นช่วง 0.04-6.14   ค่า %Recovery อยู่
ในช่วง 78.82-174.74  ดงัตารางท่ี 2 
 ดูความแม่นย  าของชุดตรวจ ELISA เพื่อตรวจหาสารมาตรฐานโพรเจสเทอโรนท่ีเติมลงในตวัอยา่งน ้ านมโค
ท่ีเจือจางดว้ยPBS ท่ี 1:0, 1:2, 1:5 และ 1:10 ความปริมาณความเขม้ขน้โพรเจสเทอโรนต่างๆกนั โดยให้ความเขม้ขน้
สุดทา้ยเป็น  0, 2.5, 5, 10 และ 25 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ( แต่ละความเขม้ขน้ท า 3 ซ ้ า )แลว้น าไปตรวจหาโพรเจส
เทอโรนจากตวัอย่างน ้ านมโค โดยน ามาตรวจสอบดว้ยชุดตรวจ ELISA ตน้แบบ (แบบท่ี2 Competitive direct 
ELISA  Antigen capture; โพรเจสเทอโรนท่ีมี HRP) ท่ีเตรียมได ้ซ่ึงในการตรวจหาโพรเจสเทอโรนจากตวัอยา่งนั้น
ตอ้งท ากราฟมาตราฐาน (รูปท่ี 5 ) ดว้ยทุกคร้ัง โดยไดก้ราฟมาตราฐานของโพรเจสเทอโรน อยูใ่นช่วงความเขม้ขน้ 1 
– 50  นาโนกรัมต่อมิลลิลิตรตามล าดบั  แลว้น าค่าการดูดกลืนแสงท่ี 450 นาโนเมตร ไปแทนค่าในสมการท่ีไดจ้าก
กราฟมาตราฐานเพื่อค านวณหาปริมาณของโพรเจสเทอโรนในตวัอยา่ง (ตารางท่ี 3 และ 4) 

 
รูปท่ี 5.แสดงกราฟมาตราฐานของโพรเจสเทอโรนส าหรับใชใ้นการค านวณหาปริมาณของโพรเจสเทอโรนท่ีเติมลง
ในตวัอยา่งน ้านมเพื่อทดสอบประสิทธภาพของชุดตรวจ ELISA ตน้แบบ(แบบท่ี 2) 
 
 
 
 
 
 
 
 

y = -0.355ln(x) + 1.8151 
R² = 0.9892 
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ตารางท่ี 3 การวเิคราะห์ปริมาณโพรเจสเทอโรนในตวัอยา่งน ้านมท่ีเจือจางท่ีความเขม้ขน้ต่างๆดว้ยวธีิ antigen 
captured direct competitive ELISA (Progesterone-HRP; แบบท่ี 2) 

Fortified  
Conc. (ng/ml) 

Sample Mean±SD  
(ng/ml) 

CV  
(%) 

Recovery (%) 

50 1:5 
1:10 

 61.90±0.01 
 63.39±0.11  

0.02 
0.18 

123.80 
126.79 

20 1:5 
1:10 

 18.67±0.25 
 34.22±0.01  

1.35 
0.04 

 93.23 
171.11 

10 1:5 
1:10 

10.39±0.19 
17.57±0.02  

1.86 
0.13 

103.93 
175.65 

5 1:5 
1:10 

 3.89±0.24 
 3.88±0.26  

6.07 
6.81 

 77.84 
 77.60 

2 1:5 
1:10 

 4.24±0.21 
 2.48±0.03  

4.87 
1.08 

211.74 
124.09 
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ตารางท่ี 4 การวเิคราะห์ปริมาณโพรเจสเทอโรนในตวัอยา่งน ้านมท่ีเจือจางท่ีความเขม้ขน้ต่างๆดว้ยวธีิ antigen 
captured direct competitive ELISA (Progesterone-HRP; แบบท่ี 2) 

Fortified  
Conc. (ng/ml) 

Sample Mean±SD  
(ng/ml) 

CV  
(%) 

Recovery (%) 

25.0 1:0 
1:2 
1:5 
1:10 

14.25±0.02      
22.43±0.03 
27.07±0.01 
23.03±0.05  

0.17 
0.01 
0.04 
0.22 

 56.98 
 89.71 
108.26 
 92.12 

10 1:0 
1:2 
1:5 
1:10 

 6.77±0.09      
10.56±0.06 
14.23±0.05 
12.98±0.07 

1.36 
0.52 
0.36 
0.56 

 67.66 
105.62 
142.33 
129.78 

5   1:0 
1:2 
1:5 
1:10 

 5.00±0.05      
 6.24±0.01 
10.80±0.01 
 7.50±0.07 

1.03 
0.17 
0.11  
0.87 

 99.99 
124.77 
215.99 
149.94 

2.5 1:0 
1:2 
1:5 
1:10 

 6.42±0.05      
 4.59±0.01 
 6.47±0.01 
 6.12±0.05 

0.74 
0.10 
0.11 
0.88 

256.91 
183.77 
258.89 
244.69 

 
  จากผลในตารางท่ี 3 และ 4 ท าสอบความแม่นย  าของชุดตรวจ ELISA ตน้แบบ (แบบท่ี2 Competitive 
direct ELISA  Antigen capture; โพรเจสเทอโรนท่ีมี HRP) ผลในตารางท่ี 3 พบวา่เม่ือเติมโพรเจสเทอโรนในรูป
อิสระท่ีความเขม้ขน้ 2, 5, 10, 20 และ 50 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร แลว้เจือจางน ้านมท่ี 1:5 และ 1:10 จะให้ผลการวดัท่ี
ไดค้่า %CV อยูใ่นช่วง 0.02-6.81   ค่า %Recovery อยูใ่นช่วง 77.60-211.74  
 ผลในตารางท่ี 4 พบวา่เม่ือเติมโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระท่ีความเขม้ขน้ 2.5, 5, 10 และ 25 นาโนกรัมต่อ
มิลลิลิตร เม่ือเจือจางน ้านมท่ี 1:2  จะใหผ้ลการวดัท่ีไดค้่า %CV อยูใ่นช่วง 0.01-0.52   ค่า %Recovery อยูใ่นช่วง 
89.71-183.77  
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3.4 การปรับระบบทีเ่หมาะสมกบัชุดตรวจสอบต้นแบบ 
 เน่ืองจากในการตรวจหาโพรเจสเทอโรนท่ีเติมลงในน ้ านม ดว้ยวิธี แบบท่ี1 (Competitive direct ELISA  
Antibody capture; แอนติบอดีต่อโพรเจสเทอโรนท่ีติดกบั Biotin) และ แบบท่ี2 (Competitive direct ELISA  
Antigen capture; โพรเจสเทอโรนท่ีมี HRP) นั้นสารประกอบในน ้ านม (Milk Matrix) มีผลต่อการตรวจหาปริมาณ
โพรเจสเทอโรนในรูปอิสระท่ีเติมลงไปในน ้ านม และตอ้งท าการเจือจางน ้ านมก่อนตรวจท าให้ปริมาณโพรเจสเทอ
โรนในน ้ านมท่ีมีอยูจ่ริงในภาคสนามชุดตรวจตน้แบบจะตอ้งตรวจไดไ้วในน ้ านมดิบตอ้งไม่เกิน 10 นาโนกรัมต่อ
มิลลิลิตร และจากการทดลองพบวา่ชุดตรวจตน้แบบท่ี 1 (Competitive direct ELISA ; Antibody capture ) นั้นให้
ค่าท่ีความแม่นย  าของการตรวจดีกวา่ชุดตรวจแบบท่ี 2 (Competitive direct ELISA ; Antigen capture ) โดยจะให้ค่า 
% Recovery ท่ีอยู่ในช่วงท่ียอมรับได ้(80-120%) จึงเลือกชุดตรวจตน้แบบท่ี 1 มาใช้ในการพฒันาต่อเพื่อให้ชุด
ตรวจสอบตน้แบบใชง้านไดจ้ริงในภาคสนาม จึงตอ้งท าการปรับปรุงวิธีการทดสอบเพื่อลดผลของ Matrix ดว้ยการ
ปรับปรุงขั้นตอนการท า ELISA, ปรับบฟัเฟอร์ท่ีใช้ในการลา้ง, เลือกโปรตีนท่ีน ามาใชบ้ล็อกเพลท และเลือกโพ
รเจสเทอโรน มาตรฐานท่ีเหมาะสม เพื่อใหผ้ลการตรวจท่ีถูกตอ้งแม่นย  ายิง่ข้ึน  

3.4.1 การปรับปรุงวธีิการทดสอบเพื่อลดผลของ Matrix ในน ้านม ท าไดด้งัน้ี 
3.4.1.1 ปรับบฟัเฟอร์เป็น Phosphate buffer saline with casein , Tween and Thimerosal 
(PBSCTT) 

 เน่ืองจากโปรตีนในน ้านมมีผลต่อระบบการจบัของ biotin  กบั streptavidin ท่ี เช่ือมติดกบัเอ็นไซม ์
HRP จึงจ าเป็นตอ้งปรับ บฟัเฟอร์ท่ีใช้เจือจาง แอนติบอดีท่ีติดกบั biotin และใชล้า้งจานทดสอบ ELISA 
ชนิด 96 หลุมหลงับ่มตวัอยา่งน ้ านมดิบท าให้ไม่ตอ้งเจือจางตวัอยา่งน ้ านมดิบก่อนทดสอบ จากการศึกษา
ขอ้มูลพบวา่บฟัเฟอร์ Phosphate buffer saline with casein , Tween and Thimerosal (PBSCTT) สามารถลด
ปัญหาโปรตีนในน ้ านมท่ีมีผลต่อการตรวจวดัหาปริมาณโพรเจสเทอโรนเพื่อให้การทดสอบลดขั้นตอนใน
การเตรียมตวัอย่างก่อนตรวจ ท าให้สามารถตรวจตวัอย่างน ้ านมดิบไดโ้ดยไม่ตอ้งท าการเจือจางหรือสกดั
ก่อนตรวจ เพื่อความสะดวกในการใชง้านจริงในภาคสนาม 
  Phosphate buffer saline with casein , Tween and Thimerosal (PBSCTT) เตรียมไดโ้ดยละลาย 0.5 
% เคซีน (Hammersten grade casein ; C-3400) ใน 0.1 N NaOH 100 มิลลิลิตร น าไปตม้ท่ี 60 องศา
เซลเซียส จนเป็นสารละลายใส เม่ือเยน็แลว้เติม PBS บฟัเฟอร์ท่ีมี 0.05% Tween20 และ 0.02% Thimerosal 
น าไปกรองผา่นแผน่กรองขนาด 0.45 – 1.2 ไมโครโมล เก็บท่ี 4 องศาเซลเซียส ใชภ้ายใน 1 อาทิตย ์
 ทดสอบผลการตรวจปริมาณโพรเจสเทอโรนในน ้ านมโคดิบโดยใชชุ้ดตรวจสอบตน้แบบท่ี 2 ใช้
PBSCTT โดยหาความเขม้ขน้ของแอนติบอดีและแอนติเจนท่ีเหมาะสมดว้ยวิธี  direct ELISA โดยเคลือบ
จานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลุมดว้ย แอนติบอดีท่ีจ  าเพาะต่อโพรเจสเทอโรน เจือจางท่ีความเขม้ขน้ 0.2 - 
0.4 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร หลุมละ 100 ไมโครลิตร  บ่มท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12-16 
ชัว่โมง น ามาลา้งดว้ย PBST จ านวน 3 คร้ัง เติมสารละลาย 1%BSA หลุมละ 300 ไมโครลิตร แลว้น าไปบ่ม
ท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนั้นน ามาลา้งดว้ย PBST จ านวน 3 คร้ัง เติมโพรเจสเทอโรน เช่ือมติด
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กบัเอ็นไซม์ HRP ท่ีความเขม้ขน้ 1:2000 ถึง 1:28000 บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง 1 ชัว่โมง ลา้งดว้ย PBSCTT เติม
สารละลายสับสเตรทของเอนไซม ์ซ่ึงประกอบดว้ย TMB และ H2O2 ละลายใน 205 mM Potassium citrate 
buffer pH 4 หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มในท่ีมืด ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 30 นาที แลว้หยุดปฏิกิริยา
เอนไซมด์ว้ยการเติม 1 M H2SO4 หลุมละ 100 ไมโครลิตร จากนั้นน าไปวดัค่าดูดกลืนแสง 450 นาโนเมตร 
โดยเคร่ือง ELISA microplate reader ไดค้วามเขม้ขน้ของแอนติบอดีและแอนติเจนท่ีเหมาะสมคือ  0.425 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ 1:8000 ตามล าดับ น าความเข้มข้นท่ีเหมาะสมท่ีได้มาหาความไวของ
แอนติบอดีต่อโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ ดว้ยวิธี Competitive direct ELISA  เพื่อทดสอบผลการตรวจ
ปริมาณโพรเจสเทอโรนในน ้ านมโคดิบ โดยเคลือบจานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลุมดว้ย โมโนโคลนอล
แอนติบอดีต่อโพรเจสเทอโรน0.425 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12-
16 ชัว่โมง น ามาลา้งดว้ย PBST จ านวน 3 คร้ัง เติมสารละลาย 1%BSA หลุมละ 300 ไมโครลิตร แลว้น าไป
บ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนั้นน ามาลา้งดว้ย PBST จ านวน 3 คร้ัง น าตวัอยา่งน ้ านมดิบของ
แม่โครหสั SJ 247 ท่ีเก็บมาจากสวนจิตรลดา และ PBST มาเติมโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระแบบต่างๆ 
ไดแ้ก่ P3, P4 และ 17α (4-Pregnen-17 α-ol-3,20-dione) ให้ไดค้วามเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น 25, 12.5, 6.25, 
3.125, 1.5625, 0.78125, 0.3906 และ 0 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร เติมลงไปพร้อมกบัโพรเจสเทอโรนท่ีมี HRP 
ท่ีเจือจาง 1:8000 โดยพบวา่ชุดตรวจแบบท่ี 2 สามารถตรวจวดัโพรเจสเทอโรนไดใ้นรูปของ P3 และ P4 ได้
ท่ีช่วงความเขม้ขน้ท่ีตอ้งการ แต่ในรูปของ 17α จะสามารถตรวจไดใ้นช่วงความเขม้ขน้สูงกว่าท่ีตอ้งการ  
จึงท าให้ไดก้ราฟมาตรฐานของโพรเจสเทอโรน P3 และ P4 ดงัรูปท่ี 6 สามารถตรวจหาระดบัปริมาณ
ฮอร์โมนโพรเจสเทอโรนไดอ้ยูใ่นช่วงความเขม้ขน้ 1.5625 – 25 และ 0.7813 - 25  นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร 
ตามล าดบั โดยพบวา่ในน ้านมดิบท่ีไม่ไดผ้า่นการเจือจางแลว้เติม P3 ให้ความเขม้ขน้ 25, 12.5, 6.25, 3.125, 
1.5625, 0.78125, 0.3906 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่าเส้นกราฟเล่ือนข้ึนเป็นแนวขนานเน่ืองจากค่า
ดูดกลืนแสงท่ี 450 นาโนเมตรเพิ่มข้ึนในแต่ละความเขม้ขน้คิดเป็นค่าเฉล่ียคือ 0.612  และพบวา่ในน ้ านม
ดิบเม่ือเติมโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ P4 และ17α ท่ีความเขม้ขน้ดงักล่าวชุดตรวจสอบตน้แบบท่ี 2 ไม่
สามารถตรวจวดัไดท้  าใหค้่าการดูดกลืนแสงไม่ลดลงเม่ือเทียบกบัน ้ านมดิบท่ีไม่เติมโพรเจสเทอโรนในรูป
อิสระ ดงัผลในตารางท่ี 5 
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รูปท่ี 6 แสดงกราฟมาตราฐานของโพรเจสเทอโรน     P4 และ      P3 ส าหรับใชใ้นการค านวณหาปริมาณของโพ
รเจสเทอโรน     P3 ท่ีเติมลงในตวัอยา่งน ้านมดิบจากสวนจิตรลดา ดว้ยชุดตรวจ ELISA ตน้แบบ (แบบท่ี 2) โดยใช้
บฟัเฟอร์ PBSCTT 
ตารางท่ี 5  การวเิคราะห์ปริมาณโพรเจสเทอโรน P3,P4 และ 17α ท่ีละลายใน PBST  และตวัอยา่งน ้านมดิบจาก
สวนจิตรลดา ดว้ยชุดตรวจ ELISA ตน้แบบ (แบบท่ี 2)โดยใชบ้ฟัเฟอร์ PBSCTT 

ความเขม้ขน้ โพรเจสเทอโรน
มาตรฐาน(นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) 

ละลายใน PBST ละลายใน น ้านมสวนจิตรลดา 
SJ247 

P3 P4 17α P3 P4 17α 
25 0.351 0.408 1.133 0.908 1.663 1.710 
12.5 0.536 0.619 1.193 1.236 1.675 1.672 
6.25 0.745 0.723 1.221 1.365 1.668 1.664 
3.125 0.889 0.932 1.178 1.504 1.647 1.679 
1.5625 1.050 1.107 1.267 1.561 1.699 1.712 
0.78125 1.025 1.155 1.168 1.689 1.746 1.750 
0.390625 1.012 1.136 1.217 1.655 1.704 1.649 

0 1.110 1.114 1.219 1.694 1.609 1.605 
 

(P3); y = -0.252ln(x) + 1.1765 
R² = 0.9956 

(P4) ; y = -0.223ln(x) + 1.155 
R² = 0.9795 

y = -0.207ln(x) + 1.6841 
R² = 0.9291 
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ทดสอบผลการตรวจปริมาณโพรเจสเทอโรนในน ้ านมโคดิบโดยใชชุ้ดตรวจสอบตน้แบบท่ี 1 
ใช ้PBSCTT  พร้อมทั้งปรับ แอนติเจนท่ีใช ้เคลือบจานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลุม เป็น P3-OVA ท่ีความ
เขม้ขน้ 1:1000- 1:6000  บ่มท่ี 4 องศาเซลเซียส  เวลา 12-16 ชัว่โมง น ามาลา้งดว้ย PBST 3 คร้ัง เติม
สารละลาย 1%BSA ท่ีละลายใน PBS แลว้น าไปบ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนั้นน ามา
ลา้งดว้ย PBST 3 คร้ัง เติม โมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อโพรเจสเทอโรนเช่ือมติดกบัไบโอตินเจือจางท่ีความ
เขม้ขน้ 1:5000 – 1:40000 ใน PBSCTT บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง 1 ชัว่โมง ลา้งดว้ย PBSCTT 3 คร้ัง เติมสารละลาย 
Streptavidin ท่ีมี HRP เช่ือมอยู ่1:4000 บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง 10 นาที ลา้งดว้ย PBST เติมสารละลายสับสเตร
ทของเอนไซม์ หยุดปฏิกิริยาเอนไซม์ น าไปวดัค่าดูดกลืนแสง 450 นาโนเมตร ได้ความเข้มขน้ของ
แอนติเจนและแอนติบอดีท่ีเหมาะสมคือ  1:4000 และ 1:10000 ตามล าดบั น าความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมท่ี
ไดม้าท า Competitive direct ELISA โดยท าตามขั้นตอน direct ELISA เบ่ืองตน้ท่ีกล่าวมาแลว้ แต่จะเติม
สารอิสระโพรเจสเทอโรนมาตรฐาน P3 และ P4 ท่ีความเขม้ขน้ 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.563, 0.781 
และ  0 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร เติมผสมกบัแอนติบอดีต่อโพรเจสเทอโรนเช่ือมติดกบัไบโอติน 1:4000 โดย
ไดก้ราฟมาตรฐานของโพรเจสเทอโรน P3 และ P4 ท่ีตรวจวดัไดอ้ยู่ในช่วง 0.781 ถึง 50 นาโนกรัมต่อ
มิลลิลิตร ตามล าดับ และสามารถตรวจโพรเจสเทอโรน P3 รูปอิสระท่ีเติมลงในน ้ านมดิบ SJ247ได้อยู่
ในช่วง 0.781 ถึง 50 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ดงัผลในรูปท่ี 7 (A) ละลายใน PBST (B) ละลายในน ้ านมดิบ
จากสวนจิตรลดา แม่โครหสั SJ247  (C) โพรเจสเทอโรน P4 ละลายใน PBST และเม่ือน าไปท าการทดลอง
ซ ้ าโดยท าการทดลองซ ้ าในคร้ังเดียวกนั (Intra-variation assay) และการท าการทดลองซ ้ าระหว่างคร้ังการ
ทดลอง (Inter-variation assay) จะพบวา่ชุดตรวจสอบตน้แบบท่ี 1 สามารถตรวจหาปริมาณโพรเจสเทอโรน
ในรูปอิสระ P3 ท่ีเติมลงในน ้ านมดิบจากสวนจิตรลดา แม่โครหสั SJ247  ไดโ้ดยไม่ตอ้งผา่นการสกดัและ
เจือจาง ซ่ึงสามารถตรวจไดใ้นช่วงความเขม้ขน้ 0.781 ถึง 50 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ผลดงัตารางท่ี 6 จาก
ผลท่ีไดส้ามารถบอกได้ว่าชุดตรวจตน้แบบท่ี 1 สามารถตรวจน ้ านมดิบท่ีเติม P3 ลงไป ได้อย่างถูกตอ้ง
แม่นย  าท่ียอมรับไดคื้อตอ้งมีค่า %Recovery อยูใ่นช่วง 80 – 120 % และ %CV ≤ 20 จึงท าให้ตรวจได้
ในช่วง 6.25 ถึง 50 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร โดยมี %Recovery เป็น 85.19 – 102.55 %  และ %CV เป็น 0.01-
0.18 %  โดยพบวา่โพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ P4 ท่ีเติมลงในน ้ านมดิบจะสามารถตรวจวดัไดใ้นระดบั
ความเขม้ขน้มากกว่า 250  นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร จึงตอ้งน าชุดตน้แบบน้ีไปพฒันาต่อในขอ้ต่อไปเพื่อให้
ชุดตราจสอบตน้แบบสามารถตรวจโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ P4 ไดใ้นน ้ านมดิบเพื่อให้ใช้ไดจ้ริงใน
ภาคสนาม 
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รูปท่ี 7   แสดงกราฟมาตรฐานโพรเจสเทอโรน P3 (A) ละลายใน PBST (B) ละลายในน ้านมดิบจากสวนจิตรลดา 
แม่โครหสั SJ247  (C) โพรเจสเทอโรน P4 ละลายใน PBST 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A B 

C 
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ตารางท่ี 6  การวเิคราะห์ปริมาณโพรเจสเทอโรน P3 ในตวัอยา่งน ้านมดิบจากสวนจิตรลดา แม่โครหสั SJ247 ดว้ย
วธีิ Competitive Indirect ELISA (Antibody capture) แบบท่ี 1 โดยใชบ้ฟัเฟอร์ PBSCTT 

Fortified 
Conc. (ng/ml) 

Mean±SD 
(ng/ml) 

CV 
(%) 

Recovery (%) 

Intra-variation assay 

50 
25 

12.5 
6.25 
3.125 
1.563 
0.781 

49.07 ± 0.02 
30.78 ± 0.02 
13.31 ± 0.05 
4.18 ± 0.04 
1.59 ± 0.02 
0.76 ± 0.04 
0.54 ± 0.05 

0.04 
0.07 
0.41 
1.00 
1.42 
5.26 
8.74 

98.14 
123.13 
106.47 
  66.89 
  50.84 
  48.82 
  68.88 

Inter-variation assay 

50 
25 

12.5 
6.25 
3.125 
1.563 

47.51 ± 0.01 
25.53 ± 0.05 
12.82 ± 0.01 
5.33 ± 0.01 
2.30 ± 0.03 
1.18 ± 0.04 

0.01 
0.18 
0.05 
0.14 
1.40 
3.48 

95.01 
102.10 
102.55 
  85.19 
  73.66 
  75.19 

 
3.4.1.2 ปรับโปรตีนท่ีน ามาใชบ้ล็อกเพลท 

  ทดสอบผลการตรวจปริมาณโพรเจสเทอโรนในน ้ านมโคดิบโดยใชชุ้ดตรวจสอบตน้แบบ
ท่ี 1 โดยใช ้PBSCTT  พร้อมทั้งปรับ แอนติเจนท่ีใช ้เคลือบจานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลุม เป็น P3-
OVA กบั P3-BSA และ ปรับโปรตีนท่ีน ามาใชบ้ล็อกเพลท  เคลือบจานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลุม 
ดว้ย P3-OVA และ P3-BSA ท่ีความเขม้ขน้ 1:4000 และ 0.25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มท่ี 4 องศา
เซลเซียส  เวลา 12-16 ชัว่โมง น ามาลา้งดว้ย PBST 3 คร้ัง เติมสารละลายท่ีใชบ้ล็อก เป็น Skim milk  
ร้อยละ 0.5, 1, 2, 3, 4 และ 5  ท่ีละลายใน PBS แลว้น าไปบ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 
จากนั้นน ามาลา้งดว้ย PBST 3 คร้ัง ละลายสารอิสระโพรเจสเทอโรนมาตรฐาน P3 ท่ีความเขม้ขน้ 25, 
12.5, 6.25, 3.125, 1.563, 0.781, 0.3906 และ  0 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร และ P4 ท่ีความเขม้ขน้ 250, 
125, 62.5, 31.25, 15.625, 7.812, 3.906 และ  0 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ละลายใน PBS และน ้ านมดิบ
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จากสวนจิตรลดา แม่โครหัส SJ247 ผสมกับแอนติบอดีต่อโพรเจสเทอโรนเช่ือมติดกับไบโอติน 
1:4000 ละลายใน PBSCTT  บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง 2 ชัว่โมง ลา้งดว้ย PBSCTT 3 คร้ัง เติมสารละลาย 
Streptavidin ท่ีมี HRP เช่ือมอยู ่1:4000 บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง 10 นาที ลา้งดว้ย PBST เติมสารละลาย
สับสเตรทของเอนไซม ์หยดุปฏิกิริยาเอนไซม ์น าไปวดัค่าดูดกลืนแสง 450 นาโนเมตร ดงัผลในตาราง
ท่ี 7 (A) เติมโพรเจสเทอโรน P3  (B) เติมโพรเจสเทอโรน P4 ท่ีความเขม้ขน้ดงักล่าว ผลท่ีไดพ้บวา่เม่ือ
เคลือบจานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลุม P3-BSA จะให้ค่าดูดกลืนแสง 450 นาโนเมตรท่ีสูงกวา่  P3-
OVA โดยเปรียบเทียบควบคู่ไปกบั ร้อยละของ Skim milk ท่ีใช้บล็อก และโพรเจสเทอโรนในรูป
อิสระท่ีเติมลงใน PBS และน ้ านมดิบจึง เลือกสภาวะท่ีไดคื้อ เคลือบเคลือบจานทดสอบ ELISA ชนิด 
96 หลุม ดว้ย P3-BSA ความเขม้ขน้ 0.25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บล็อกดว้ย 1% Skim milk   
   ชุดตรวจตน้แบบท่ีเลือกได ้เป็นชุดตรวจสอบตน้แบบ Competitive Indirect ELISA 
(Antibody capture) แบบท่ี 1 โดยใชส้ภาวะดงัน้ี  
  1.  เคลือบจานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลุม ดว้ย  P3-BSA ท่ีความเขม้ขน้ 0.25 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  

 2.  บล็อกจานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลุม ดว้ย 1% Skim milk   
  3. เจือจางแอนติบอดีต่อโพรเจสเทอโรนเช่ือมติดกบัไบโอติน 1:4000 และ ลา้งจาน
ทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลุม หลงัจากบ่มตวัอยา่ง ดว้ย PBSCTT 
  โดยน าสภาวะท่ีเลือกไดม้าทดสอบตรวจหาโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระโดยละลายสาร
อิสระโพรเจสเทอโรนมาตรฐาน P3 และ P4 ท่ีความเขม้ขน้ 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.563, 
0.781, 0.3906, 0.1977 และ  0 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ใน PBS, Skim milk 0.5-5% และน ้ านมโคดิบ
จากสวนจิตรลดา (SJ247) ผลท่ีไดด้งัตารางท่ี 8  โดยแสดงใหเ้ห็นค่าการดูดกลืนแสงท่ี 450 นาโนเมตร 
เม่ือเติมโพรเจสเทอโรน P3  และ P4 ลงใน PBS, Skim milk ท่ีความเขม้ขน้ 0.5-50 % และน ้ านมดิบ
จากแม่โค SJ247  ดว้ยชุดตรวจสอบตน้แบบ Competitive Indirect ELISA (Antibody capture) แบบท่ี 
1 เพื่อเลือกระบบท่ีมีสภาวะใกล้เคียงกบัน ้ านมแล้วยงัสามารถตรวจติดตามโพรเจสเทอโรนในรูป
อิสระ P3  และ P4 ไดใ้กลเ้คียงกบักราฟมาตรฐานเพื่อลดผลของ สารประกอบในน ้ านม (Milk Matrix) 
ท่ีมีผลต่อการตรวจหาปริมาณโพรเจสเทอโรนน ้ านมท่ีมีอยู่จริงในภาคสนาม และเม่ือน าค่าบางส่วน
จากตารางท่ี 8 มาสร้างกราฟดงัรูปท่ี 7 จะพบว่าเม่ือท าการเปรียบเทียบโปรตีนท่ีน ามาบล็อกโดยใช ้
Skim milk ท่ีความเขม้ขน้ 0.5, 1, 2, 3, 4 และ 5 % เพื่อตรวจหาโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ P3 ท่ีความ
เขม้ขน้ 0-25 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ดว้ยวิธี Competitive Indirect ELISA โดยเคลือบหลุมดว้ย P3-
OVA และ P3-BSA พบวา่เม่ือบล็อกดว้ย Skim milk ท่ีความเขม้ขน้ 0.5 และ 1 % ให้ผลค่าการดูดกลืน
แสงท่ีใกลเ้คียงกนั เม่ือเพิ่มความเขม้ขน้สูงข้ึนจะไดค้่าดูดกลืนแสงท่ี 450 นาโนเมตร มีแนวโนม้ลง
ต ่าลง แต่จากการเปรียบเทียบการเคลือบหลุมดว้ย P3-OVA และ P3-BSA โดยท าการบล็อกดว้ย 0.5% 
Skim milk พบวา่แอนติบอดีสามารถจบักบั P3-BSA ไดดี้กวา่ P3-OVA ซ่ึงให้ค่าการดูดกลืนแสงเม่ือ
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ไม่เติมโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ เป็น 1.521 และ1.049 ตามล าดบั ดงัตารางท่ี 7 (A) และยงัสามารถ
จบักบัโพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ P3 และ P4 ไดดี้กว่า ผลในตารางท่ี 7(A) และ 7(B) ตามล าดบั 
ดงันั้นจึงเลือกแอนติเจนท่ีเคลือบจาน 96 หลุม เป็น P3-BSA โดยจะพบวา่โพรเจสเทอโรนท่ีละลายอยู่
ใน PBS จะสามารถจบักบัแอนติบอดีไดดี้กวา่ละลายอยูใ่นน ้านมดิบ ซ่ึงท่ีความเขม้ขน้โพรเจสเทอโรน
เป็น 0 ค่าดูดกลืนแสงท่ีไดใ้นน ้านมดิบจะต ่ากวา่ใน PBS แสดงใหเ้ห็นวา่สารประกอบในน ้ านมยงัมีผล
ต่อการท าปฏิกริยาระหวา่งแอนติบอดีกบัแอนติเจน ดงันั้นในการตรวจหาโพรเจสเทอโรนในน ้ านมจึง
ควรเท่ียบกบักราฟมาตรฐานท่ีอยูใ่นน ้านม แต่เน่ืองจากในน ้ านมอาจมีโพรเจสเทอโรนปนเป้ือน จึงได้
ท าการเปรียบเทียบการท าปฏิกริยาของแอนติบอดีกบัโพรเจสเทอโรน P3 และ P4 ในรูปอิสระท่ีละลาย
อยูใ่น PBS, Skim milk ท่ีความเขม้ขน้ 0.5-5 % และน ้ านมดิบ ดว้ยวิธี Competitive Indirect ELISA 
พบวา่ Skim milk ท่ีความเขม้ขน้ 1% ใหผ้ลการท าปฏิกริยาของแอนติเจนกบัแอนติบอดี โดยให้ค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ีใกลเ้คียงกบั PBS และค่าจะลดต ่าลงเม่ือความเขม้ขน้ของ Skim milk สูงข้ึน เม่ือตรวจใน
น ้ านมดิบพบว่าค่าดูดกลืนแสงท่ีไดล้ดต ่าลง 2-3 เท่า ซ่ึงอาจเน่ืองมาจากองค์ประกอบในน ้ านม หรือ 
ตวัอย่างน ้ านมดิบท่ีใช่อาจมีโพรเจสเทอโรนตกคา้งอยู่ ดงัตารางท่ี 8 นอกจากน้ียงัพบว่าแอนติบอดี
สามารถจบักบั โพรเจสเทอโรนอิสระทั้งในรูป P3 และ P4 อยูใ่นช่วงกราฟมาตรฐาน ท่ีความเขม้ขน้ 
0.19 – 25 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร เช่นกนัดงัรูปท่ี 8 
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ตารางท่ี 7  แสดงค่าการดูดกลืนแสงท่ี 450 นาโนเมตร เม่ือใชแ้อนติเจน P3-OVA และ P3-BSA เคลือบจาน 96 หลุม และ บล็อกดว้ย Skim milk ท่ีร้อยละ 0.5-5  โดย (A) 
เติม โพรเจสเทอโรน P3  (B) เติม โพรเจสเทอโรน P4 
 

  Coat plat : P3-OVA (1:4,000) Coat plat : P3-BSA (0.25 ug/ml) 

P3 
Skim milk 

0.5% 
Skim milk 

1% 
Skim milk 

2% 
Skim milk 

3% 
Skim milk 

4% 
Skim milk 

5% 
Skim milk 

0.5% 
Skim milk 

1% 
Skim milk 

2% 
Skim milk 

3% 
Skim milk 

4% 
Skim milk 

5% 

ng/ml PBS Milk PBS Milk PBS Milk PBS Milk PBS Milk PBS Milk PBS Milk PBS Milk PBS Milk PBS Milk PBS Milk PBS Milk 

25 0.317 0.402 0.400 0.411 0.360 0.367 0.343 0.331 0.359 0.339 0.389 0.348 0.173 0.182 0.222 0.187 0.227 0.199 0.209 0.191 0.220 0.182 0.216 0.184 
12.5 0.485 0.509 0.562 0.507 0.540 0.504 0.508 0.473 0.547 0.442 0.568 0.467 0.282 0.268 0.375 0.288 0.404 0.278 0.368 0.270 0.380 0.266 0.413 0.265 
6.25 0.641 0.612 0.699 0.601 0.723 0.613 0.638 0.559 0.714 0.590 0.751 0.613 0.425 0.344 0.569 0.372 0.622 0.372 0.566 0.337 0.569 0.367 0.639 0.369 
3.125 0.790 0.675 0.947 0.685 0.887 0.653 0.776 0.580 0.835 0.651 0.884 0.591 0.588 0.391 0.831 0.396 0.849 0.399 0.792 0.381 0.782 0.373 0.837 0.344 
1.563 0.843 0.639 1.045 0.702 0.990 0.779 0.925 0.655 0.993 0.654 0.997 0.744 1.014 0.539 1.310 0.568 1.356 0.549 1.250 0.537 1.211 0.524 1.323 0.529 
0.781 0.954 0.678 1.118 0.753 1.101 0.719 1.022 0.642 1.064 0.677 1.111 0.677 1.172 0.538 1.542 0.560 1.518 0.512 1.273 0.518 1.452 0.520 1.475 0.502 
0.391 0.972 0.641 1.184 0.814 1.128 0.743 1.027 0.673 1.084 0.702 1.120 0.561 1.394 0.556 1.791 0.660 1.731 0.577 1.631 0.569 1.757 0.582 1.812 0.533 

0 1.049 1.074 1.118 0.796 1.035 0.760 1.039 0.546 1.000 0.696 1.029 0.636 1.521 0.520 1.939 0.559 1.666 0.493 1.743 0.463 1.773 0.462 1.739 0.439 

 
 
 
 
 
 
 

(A) 
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  Coat plat : P3-OVA (1:4,000) Coat plat : P3-BSA (0.25 ug/ml) 

P4 
Skim milk 

0.5% 
Skim milk 

1% 
Skim milk 

2% 
Skim milk 

3% 
Skim milk 

4% 
Skim milk 

5% 
Skim milk 

0.5% 
Skim milk 

1% 
Skim milk 

2% 
Skim milk 

3% 
Skim milk 

4% 
Skim milk 

5% 

ng/ml PBS Milk PBS Milk PBS Milk PBS Milk PBS Milk PBS Milk PBS Milk PBS Milk PBS Milk PBS Milk PBS Milk PBS Milk 

250 0.084 0.472 0.093 0.500 0.090 0.442 0.090 0.333 0.086 0.331 0.083 0.311 0.130 0.212 0.113 0.212 0.111 0.193 0.092 0.167 0.126 0.137 0.094 0.148 
125 0.162 0.596 0.190 0.669 0.191 0.584 0.171 0.540 0.177 0.532 0.155 0.521 0.114 0.276 0.123 0.286 0.122 0.278 0.104 0.229 0.101 0.208 0.105 0.190 
62.5 0.325 0.725 0.427 0.724 0.394 0.669 0.344 0.613 0.345 0.607 0.338 0.565 0.155 0.331 0.187 0.363 0.190 0.352 0.153 0.278 0.140 0.257 0.140 0.219 
31.25 0.482 0.725 0.579 0.653 0.502 0.585 0.420 0.599 0.478 0.505 0.463 0.492 0.241 0.425 0.311 0.386 0.294 0.395 0.235 0.333 0.202 0.276 0.201 0.242 
15.63 0.706 0.799 0.898 0.820 0.840 0.727 0.724 0.749 0.765 0.673 0.748 0.619 0.521 0.495 0.679 0.516 0.738 0.522 0.488 0.402 0.410 0.348 0.396 0.289 
7.813 0.831 0.786 1.031 0.773 1.000 0.741 0.743 0.682 0.803 0.674 0.847 0.647 0.782 0.489 1.026 0.523 1.110 0.474 0.619 0.399 0.694 0.367 0.636 0.298 
3.906 0.887 0.770 1.104 0.798 1.060 0.770 0.831 0.673 0.879 0.704 0.849 0.707 1.029 0.512 1.338 0.550 1.296 0.522 0.875 0.394 0.810 0.363 0.815 0.314 

0 1.001 0.718 1.122 0.693 1.086 0.679 0.854 0.592 0.899 0.618 0.845 0.588 1.335 0.442 1.581 0.528 1.583 0.444 1.194 0.360 1.084 0.308 1.007 0.266 

 
 
 
 
 
 
 
 

(B) 
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ตารางท่ี 8  แสดงค่าการดูดกลืนแสงท่ี 450 นาโนเมตร เม่ือเติมโพรเจสเทอโรน P3  และ P4 ลงใน PBS, Skim milk ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ และน ้านมดิบจากแม่โค SJ247  
ดว้ยชุดตรวจสอบตน้แบบ Competitive Indirect ELISA (Antibody capture) แบบท่ี 1  
 

 
 

 
 
 

Conc. 
(ng/ml) 

P3 P4 

PBS 
Skim milk 

SJ247 PBS 
Skim milk 

SJ247 
0.5% 1% 2% 3% 4% 5% 0.5% 1% 2% 3% 4% 5% 

100 0.099 0.090 0.129 0.122 0.099 0.112 0.115 0.117 0.103 0.089 0.118 0.118 0.107 0.104 0.110 0.238 
50 0.139 0.179 0.178 0.162 0.131 0.157 0.145 0.122 0.127 0.095 0.132 0.144 0.140 0.166 0.175 0.306 
25 0.176 0.149 0.157 0.177 0.171 0.216 0.189 0.185 0.178 0.149 0.199 0.226 0.192 0.231 0.233 0.332 

12.5 0.283 0.222 0.227 0.280 0.248 0.266 0.281 0.211 0.219 0.220 0.336 0.366 0.304 0.320 0.367 0.377 
6.25 0.413 0.329 0.365 0.386 0.394 0.372 0.407 0.277 0.421 0.345 0.493 0.481 0.371 0.418 0.464 0.382 

3.125 0.654 0.451 0.516 0.543 0.529 0.505 0.540 0.356 0.549 0.500 0.617 0.667 0.479 0.492 0.559 0.377 
1.563 0.912 0.613 0.699 0.714 0.689 0.666 0.662 0.414 0.829 0.660 0.753 0.788 0.557 0.569 0.626 0.382 
0.781 1.056 0.796 0.889 0.856 0.840 0.807 0.790 0.454 0.957 0.747 0.856 0.856 0.633 0.579 0.657 0.362 
0.391 1.266 0.980 1.047 0.989 0.874 0.906 0.883 0.706 1.063 0.870 0.947 0.903 0.686 0.642 0.735 0.393 
0.195 1.335 0.998 1.153 1.004 0.938 0.981 0.951 0.557 1.079 0.888 1.022 0.910 0.716 0.737 0.737 0.394 
0.098 1.263 1.124 1.143 1.105 0.919 0.997 0.949 0.495 1.078 0.918 1.038 0.964 0.716 0.790 0.751 0.414 

0 1.281 1.078 1.176 1.029 0.926 0.966 1.052 0.490 1.098 0.872 0.973 0.937 0.698 0.717 0.739 0.397 
 



35 
 

 

 
 

รูปท่ี 8   แสดงกราฟเปรียบเทียบการวดัปริมาณโพรเจสเทอโรน (A) P3   (B) P4 ละลายใน       PBS       1%Skim 
milk        5%Skim milk       น ้านมดิบจากสวนจิตรลดา แม่โครหสั SJ247   

 
 
 
 

PBS  ; y = -0.274ln(x) + 0.9916 
R² = 0.987 

range 0.39-25 ng/ml 

1% skim milk; y = -0.22ln(x) + 0.8062 
R² = 0.9907 

0.19-25 ng/ml 
5% skim milk; y = -0.165ln(x) + 0.7186 

R² = 0.994 
0.19-25 ng/ml SJ247; y = -0.084ln(x) + 0.4406 

R² = 0.9844 
0.78-25 ng/ml 
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PBS; y = -0.252ln(x) + 0.8724 
R² = 0.9831 

0.39-12.5 ng/ml 
1% skim milk;  y = -0.172ln(x) + 0.7892 

R² = 0.9882 
0.19-25 ng/ml 

5% skim milk; y = -0.118ln(x) + 0.6531 
R² = 0.9842 

0.39-100 ng/ml 

SJ247; y = -0.018ln(x) + 0.3801 

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

0 0 1 10 100

Ab
so

rb
an

ce
 (4

50
 nm

) 

 P4 



36 
 

3.5  การวเิคราะห์โพรเจสเทอโรนในตัวอย่างน า้นมโค 
ท  าการเตรียมตวัอยา่งน ้านมโคเพื่อน ามาทดสอบในชุดตรวจสอบตน้แบบโดยการเก็บน ้ านมโคซ่ึงอยูใ่น

ระยะต่างๆของวงรอบการเป็นสัด จากฟาร์มโคนม  ท าการสกดัน ้ านมตวัอยา่งและตรวจหาปริมาณโพรเจสเทอ
โรนดว้ยชุดตรวจสอบท่ีเตรียมไดเ้ทียบกบักราฟโพรเจสเทอโรนมาตรฐานและท าการเปรียบเทียบการวิเคราะห์
ตวัอยา่งท่ีไดก้บัชุดตรวจสอบทางการคา้  

 
 3.5.1 การสกดัตัวอย่างทีเ่หมาะสมกบัชุดตรวจสอบต้นแบบ 
 3.5.1.1 ทดสอบผลขององคป์ระกอบของสารสกดั ต่อชุดตรวจตน้แบบท่ีเตรียมได ้ 
 (Matrix Effect) 
 โดยน าน ้ านมโคปริมาณ 50 มิลลิลิตร น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 1,500 xg ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที น าส่วนบนท่ีเป็นชั้นไขมนัมาสกดั โดยน าไปตม้ในอ่างควบคุมอุณหภูมิท่ี 90 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 5-10 นาที จะไดข้องเหลวสีเหลืองแบ่งหลอดละ 10 ไมโครลิตร เติม P4 ท่ีละลายอยูใ่น 5% 
Methanolใน PBST ผสมให้เป็นเน่ือเดียวกนั น าไปสกดัดว้ย Petroleum ether : Methanol : Water อตัราส่วน 0.5: 
0.75 : 0.125 ปริมาตรต่อปริมาตร น าส่วน Methanol มาท าให้แห้งดว้ยเคร่ืองกลัน่ระเหยระบบสูญญากาศ 
(Rotary Vacuum Evaporator) ท่ีอุณหภูมิ 60-70 องศาเซลเซียส ละลายกลบัด้วย 0.5 ไมโครลิตรของ 5% 
Methanolใน PBST 

 ตรวจปริมาณโพรเจสเทอโรนในน ้ านมโคดิบโดยใช้ชุดตรวจสอบตน้แบบท่ีเตรียมได ้ โดย 
เคลือบจานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลุม ดว้ย 0.25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ของ P3-BSA  100 ไมโครลิตรต่อ
หลุม บ่มท่ี 4 องศาเซลเซียส  เวลา 12-16 ชัว่โมง น ามาลา้งดว้ย PBST 3 คร้ัง เติมสารละลายท่ีใชบ้ล็อก เป็น 1% 
Casein และ 1% Gelatin  ท่ีละลายใน PBST หลุมละ 200 ไมโครลิตร บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง 
จากนั้นน ามาลา้งดว้ย PBST 3 คร้ัง น าสารสกดัท่ีเตรียมไดม้าผสมกบัแอนติบอดีต่อโพรเจสเทอโรนเช่ือมติด
กบัไบโอติน 1:6000 ละลายใน PBST  บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง 1 ชัว่โมง ลา้งดว้ย PBST 3 คร้ัง เติมสารละลาย 
Streptavidin ท่ีมี HRP เช่ือมอยู ่1:4000 บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง 10 นาที ลา้งดว้ย PBST เติมสารละลายสับสเตรทของ
เอนไซม ์หยดุปฏิกิริยาเอนไซม ์น าไปวดัค่าดูดกลืนแสง 450 นาโนเมตร พบวา่เม่ือน าไขมนัในน ้ านมท่ีแยกไดม้า
เติม P4 ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆให้ไดค้วามเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น 1.25 – 50 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร แลว้น าไปทดสอบ
ดว้ยวธีิ ELISA เพื่อทดสอบความถูกตอ้ง แม่นย  า และศึกษาผลขององคป์ระกอบของไขมนัท่ีผา่นการสกดัวา่มีผล
ต่อชุดตรวจตน้แบบท่ีเตรียมได ้พร้อมทั้งศึกษาผลของสารท่ีน ามาบล็อกจาน 96 หลุมเพื่อให้ไดชุ้ดตรวจสอบ
ตน้แบบท่ีเหมาะสมกบัสารสกดัโพรเจสเทอโรน จากไขมนัน ้ านมท่ีแยกได ้ โดยท าการบล็อกดว้ย 1% Gelatin 
และ 1% Casein น าผลท่ีไดม้าเปรียบเทียบกนัดงัตารางท่ี 9 จากผลการทดลองพบว่าเม่ือบล็อก ดว้ย 1%Gelatin 
จะให้ค่าการตรวจหา P4 ท่ีเติมลงในไขมนันมไดถู้กตอ้งกวา่ บล็อก ดว้ย 1%Casein  โดยตรวจ P4 ท่ีเติมลงใน
ไขมนัน ้านมแลว้น ามาสกดั ไดใ้นช่วง 1.25 – 50 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ได ้%Recovery ตั้งแต่ 79.16 – 168.68  
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ตารางท่ี 9 แสดงผลการตรวจปริมาณโพรเจสเทอโรน P4 ในตวัอย่างไขมนัจากน ้ านมดิบ ดว้ยวิธี 
Competitive Indirect ELISA (Antibody capture) เม่ือบล็อกดว้ย 1% Gelatin และ 1% Casein 

Fortified 
Conc. (ng/ml) 

Mean±SD 
(ng/ml) 

CV 
(%) 

Recovery (%) 

Block : 1% Gelatin, N=3 

50 
25 
10 
5 

1.25 

50.52 ± 0.01 
29.13 ± 0.02 
7.92 ± 0.06 
8.43 ± 0.04 
1.36 ± 0.05 

0.01 
0.05 
0.80 
0.45 
3.96 

101.03 
116.51 
79.16 
168.68 
109.14 

Block : 1% Casein, N=3 

50 
25 
10 
5 

59.61 ± 0.01 
39.40 ± 0.01 
30.54 ± 0.01 
15.00 ± 0.01 

1.55 
1.71 
2.66 
2.90 

119.22 
157.60 
305.38 
300.04 

 
 
เม่ือเติม โพรเจสเทอโรน P4 และ P3 ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆให้ความเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น 1.25 – 50 นาโน

กรัมต่อมิลลิลิตร ลงในไขมนัท่ีสกดัจากน ้านมดิบความเขม้ขน้ละ 3 ซ ้ า น าไปสกดัตามขอ้ 2.5.1.1 แลว้น ามาตรวจ
ดว้ยชุดตรวจตน้แบบ พบวา่ชุดตรวจสามารถตรวจ โพรเจสเทอโรนไดท้ั้งในรูปท่ีเป็น P4 และ P3 แต่สามารถ
ตรวจในรูป P4 ได ้%Recovery อยู่ในเกณฑ์มาตรฐานมากกว่าผลตรวจในรูป P3 โดยให้ค่า %Recovery เป็น 
98.33 – 138.52 และ 59.13 – 176.06 ผลดงัตารางท่ี 10  
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ตารางท่ี 10 แสดงผลการตรวจปริมาณโพรเจสเทอโรน P4 และ P3 ในตวัอยา่งไขมนัจากน ้ านมดิบ ดว้ย
ชุดตรวจตน้แบบท่ีเตรียมได ้

Fortified 
Conc. (ng/ml) 

Mean±SD 
(ng/ml) 

CV 
(%) 

Recovery (%) 

P4, N=3 

50 
25 
10 
2.5 

1.25 

61.57 ± 0.01 
31.34 ± 0.02 
12.33 ± 0.02 
2.46 ± 0.04 
1.73 ± 0.01 

0.01 
0.05 
0.13 
1.59 
0.69 

123.13 
125.37 
123.27 
98.33 
138.52 

P3, N=3 

50 
25 
10 
2.5 

1.25 

58.53 ± 0.01 
21.49 ± 0.01 
17.61 ± 0.02 
 1.48 ± 0.05 
0.79 ± 0.03 

0.01 
0.06 
0.12 
3.37 
4.14 

117.06 
85.97 
176.06 
59.13 
62.85 

 
เม่ือเติม โพรเจสเทอโรน P4 ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆให้ความเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น 1.25 – 25 นาโนกรัมต่อ

มิลลิลิตร ลงในน ้ านมดิบความเขม้ขน้ละ 3 ซ ้ า น าไปสกดัแยกไขมนักบัส่วนใสออกตามขอ้ 2.5.1.1 น าส่วน
ไขมนัไปสกดัต่อตามขอ้ 2.5.1.1  แลว้น ามาตรวจดว้ยชุดตรวจตน้แบบ โดยแยกเป็น 3 ส่วน คือ 1. ส่วนใส  2. 
ส่วนใสน าไปเจือจางกบั 5% Methanolใน PBST อตัราส่วน 1:10  3. ไขมนัท่ีแยกไดไ้ปสกดัตามขอ้ 2.5.1.1  
พบวา่ชุดตรวจสามารถตรวจ โพรเจสเทอโรน P4ไดท้ั้งในรูปท่ีเป็น Skim milk, Skim milk ท่ีเจือจาง และ ส่วนท่ี
สกดัจากไขมนั  โดยพบวา่ส่วนใส ตรวจไดช่้วง 5-15 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร %Recovery เป็น 60.61 – 121.15 
ส่วนใสน าไปเจือจาง 1:10  ตรวจไดช่้วง 1.56-25 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร %Recovery เป็น 48.12 – 85.12  ส่วนท่ี
สกดัจากไขมนั ตรวจไดช่้วง 2.5-15 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร %Recovery เป็น 87.23– 109.05  ผลดงัตารางท่ี 11   

จากผลท่ีไดท้  าให้สรุปไดว้่าความสามารถในการตรวจหาโพรเจสเทอโรนในน ้ านมโคท่ีความเขม้ขน้
เดียวกนั พบวา่เม่ือตรวจในไขมนัท่ีสกดั จะให้ %Recovery สูงกวา่เม่ือตรวจในน ้ านมใสท่ีแยกได ้ เน่ืองจาก โพ
รเจสเทอโรนจดัเป็นสเตอรอยด์ฮอร์โมน สามารถละลายไดดี้ในชั้นไขมนัท าให้ปริมาณโพรเจสเทอโรนส่วน
ใหญ่พบท่ีไขมนันม จึงท าให้สามารถตรวจหา โพรเจสเทอโรนในไขมนันมได ้%Recovery ท่ีสูงกวา่ในรูปของ
ส่วนใส (Skim milk) ซ่ึงมี โพรเจสเทอโรน ละลายอยูน่อ้ยกวา่ 
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ตารางท่ี 11 แสดงผลการตรวจปริมาณโพรเจสเทอโรน P4 ท่ีเติมลงในตวัอยา่งน ้านมดิบ  

Fortified 
Conc. (ng/ml) 

Mean±SD 
(ng/ml) 

CV 
(%) 

Recovery (%) 

Whey (Whole milk ;De-fat) , N=3 

15 
10 
5 

9.09 ± 0.01 
7.39 ± 0.04 
6.06 ± 0.09 

0.15 
0.50 
1.43 

60.61 
73.95 
121.15 

Whey (Whole milk ;De-fat) , dilute 1:10 , N=3 

25 
12.5 
6.25 
3.125 
1.5625 

12.03 ± 0.01 
6.15 ± 0.04 
4.15 ± 0.06 
1.98 ± 0.02 
1.33 ± 0.12 

0.04 
0.63 
1.42 
1.17 
9.20 

48.12 
49.17 
66.45 
63.30 
85.12 

Fat (Extracted) , N=3 

15 
10 
5 

2.5 

13.08 ± 0.07 
10.47 ± 0.05 
4.87 ± 0.04 
2.73 ± 0.09 

0.50 
0.43 
0.90 
3.29 

87.23 
104.67 
97.33 

  109.05 

 
 
น าน ้านมโค 3 มิลลิลิตรต่อตวัอยา่ง เติม โพรเจสเทอโรน P4 ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆให้ความเขม้ขน้สุดทา้ย

เป็น 1 – 100 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ลงในน ้ านมดิบความเขม้ขน้ละ 3 ซ ้ า น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 1,500 xg ท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที แยกชั้นไขมนัท่ีไดด้า้นบนใส่หลอดทดลอง น าไปตม้ในอ่างควบคุม
อุณหภูมิท่ี 90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5-10 นาที จะไดข้องเหลวสีเหลืองดูดใส่หลอดทดลองใหม่ น าไปสกดั
ดว้ย Petroleum ether : Methanol : Water อตัราส่วน 0.5: 0.75 : 0.125 มิลลิลิตรต่อตวัอยา่ง น าส่วน Methanol มา
ท าใหแ้หง้ดว้ยเคร่ือง  Rotary Evaporator ท่ีอุณหภูมิ 60-70 องศาเซลเซียส จนแห้ง ละลายกลบัดว้ย 0.5 มิลลิลิตร
ลิตรของ 5% เมทานอล ละลายใน PBST  เติม แอนติบอดีต่อโพรเจสเทอโรนท่ีติดกบัไบโอติน 1:6000 ปริมาตร 
0.5 มิลลิลิตรลิตร น าไปตรวจดว้ยชุดตรวจตน้แบบท่ีเตรียมได้ หลุมละ 100 ไมโครลิตร ท าทั้งหมด 8 ซ ้ า ผลท่ีได้
ดงัตารางท่ี 12 พบวา่เม่ือตอ้งการตรวจ โพรเจสเทอโรนท่ีระดบัต ่ากวา่ 10 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ให้น าตวัอยา่งท่ี
สกดัและละเหยแห้งแลว้มาละลายกลบัด้วย 0.5 มิลลิลิตรลิตรของ 5% เมทานอล ละลายใน PBST  เติม 
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แอนติบอดีต่อโพรเจสเทอโรนท่ีติดกบัไบโอติน 1:6000 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตรลิตร น าไปตรวจดว้ยชุดตรวจ
ตน้แบบท่ีเตรียมไดเ้ลย  หากตอ้งการตรวจในระดบั 10 – 50 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ตอ้งน าตวัอยา่งท่ีละลายกลบั
แลว้มาเจือจางดว้ย 5% เมทานอล ละลายใน PBST  อตัราส่วน 1:1 ก่อนน ามาเติมแอนติบอดีต่อโพรเจสเทอโรน
ท่ีติดกบัไบโอติน 1:6000 โดยจะสามารถตรวจไดช่้วง 1 – 100 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร และให้ค่า %Recovery 
และ %CV อยูใ่นช่วง 80.09-117.66 และ 0.03-3.33 ซ่ึงเป็นช่วงท่ียอมรับไดแ้ละมีค่าแม่นย  าในการตรวจ 

ตารางท่ี 12 แสดงผลการตรวจปริมาณโพรเจสเทอโรน P4 ในไขมนัน ้านมดว้ยชุดตรวจตน้แบบ 

Fortified 
Conc. (ng/ml) 

Mean±SD 
(ng/ml) 

CV 
(%) 

Recovery (%) 

100 
50 
10 
5 
1 

84.14 ± 0.04 
50.15 ± 0.01 
8.01 ± 0.19 
5.88 ± 0.06 
0.88 ± 0.03 

0.04 
0.03 
2.35 
0.97 
3.33 

84.14 
100.03 
80.09 
117.66 
88.50 

 
 
3.5.2 การวเิคราะห์โพรเจสเทอโรนในตัวอย่างน า้นมดิบกบัชุดตรวจสอบต้นแบบ 

 ขอความอนุเคราะห์ตวัอยา่งน ้านมดิบจากสวนจิตรลดา จากแม่โคนม 3 ตวั ไดแ้ก่ NF, 193 และ 296 เก็บ
น ้านมทุกๆ 2 วนั เร่ิมตั้งแต่วนัท่ี 1 สิงหาคม 2555 ถึง 4 กนัยายน 2555 ไดท้ั้งหมด 18 ตวัอยา่งต่อแม่โค 1 ตวั เก็บ
ท่ี อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  
 วธีิท่ี 1 ตรวจโพรเจสเทอโรนจากการสกดั Core fat ดว้ยชุดตรวจตน้แบบ 
 น ามาตรวจหาโพรเจสเทอโรนโดยน าน ้ านมมาละลายท่ีอุณหภูมิห้อง อุ่นในอ่างควบคุมอุณหภูมิ 60 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ผสมให้เป็นเน้ือเดียวกนั น าน ้ านมโค 3 มิลลิลิตรต่อตวัอยา่ง น าไปป่ันเหวี่ยงท่ี
ความเร็ว 1,500 xg ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที แยกชั้นไขมนัท่ีไดด้า้นบนใส่หลอดทดลอง (น า 
Skim milk ไปตรวจดว้ยวิธีตรวจแบบท่ี 2 และ3 ต่อไป) น าไปตม้ในอ่างควบคุมอุณหภูมิท่ี 90 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 5-10 นาที จะไดข้องเหลวสีเหลืองดูดใส่หลอดทดลองใหม่ น าไปสกดัดว้ย Petroleum ether : Methanol 
: Water อตัราส่วน 0.5: 0.75 : 0.125 มิลลิลิตรต่อตวัอยา่ง น าส่วน Methanol มาท าให้แห้งดว้ยเคร่ือง  Rotary 
Evaporator ท่ีอุณหภูมิ 60-70 องศาเซลเซียส จนแห้ง ละลายกลบัดว้ย 0.5 มิลลิลิตรลิตรของ 5% เมทานอล 
ละลายใน PBST  เติม แอนติบอดีต่อโพรเจสเทอโรนท่ีติดกบัไบโอติน 1:6000 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตรลิตร น าไป
ตรวจดว้ยชุดตรวจตน้แบบท่ีเตรียมได ้หลุมละ 100 ไมโครลิตร ท าทั้งหมด 8 ซ ้ า  
 วธีิท่ี 2 ตรวจโพรเจสเทอโรนจาก Skim milk ดว้ยชุดตรวจตน้แบบ 
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 น าส่วน Skim milk ท่ีไดจ้ากวิธีท่ี 1 มาตรวจดว้ยชุดตรวจตน้แบบท่ีเตรียมได้ หลุมละ 100 ไมโครลิตร 
ท าทั้งหมด 8 ซ ้ า 
 วธีิท่ี 3 ตรวจโพรเจสเทอโรนจาก Skim milk ดว้ยชุดตรวจ Euro 
 น าส่วน Skim milk ท่ีไดจ้ากวิธีท่ี 1 มาตรวจดว้ยชุดตรวจของ Progesterone ELISA ของ Euro Proxima 
(5081PROG) สามารถตรวจได้ในช่วง 0.2-12.5 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร โดยระยะก่อนเป็นสัด (ระยะตน้ 
Follicular ; ระยะท่ีฟอลลิเคิลเจริญท างานมากเป็นช่วงท่ีรวมระยะก่อนเป็นสัดกบัระยะเป็นสัด) จะตรวจไดต้ ่า
กวา่ 0.4  นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ระยะตน้หรือส้ินสุด Luteal ตรวจไดช่้วง  0.4-1  นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร และ 
Luteal phase เป็นระยะท่ีมีคอร์ปัสลูเทียมท างานรวมระยะหลงัการเป็นสัดและระยะไม่เป็นสัดในวงรอบ ตรวจ
ไดม้ากกวา่ 1  นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร โดยน าตวัอยา่งละ 50 ไมโครลิตรต่อหลุม เติม Progesterone-HRPO  25 
ไมโครลิตรต่อหลุม เติม สารละลายแอนติบอดี 25 ไมโครลิตรต่อหลุม เขยา่ 1 นาที น าไปบ่มท่ี 4 องศาเซลเซียส 
ในท่ีมืดเป็นเวลา 1 ชัว่โมง หลงัจากนั้นลา้ง 3 คร้ัง เติมสารละลายสับสเตรตของเอนไซม ์100 ไมโครลิตรต่อหลุม 
บ่มท่ี อุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 30 นาที เติมสารละลายเพื่อหยุดปฏิกิริยาปริมาณ 100 ไมโครลิตรต่อหลุม น าไปวดั
ค่าการดูดกลืนแสงท่ี  450 นาโนเมตร 
 
 

 
รูปท่ี 9 แสดงผลการตรวจหาปริมาณโพรเจสเทอโรนในน ้านมโคจากแม่โครหสั 296, 193 และ NF ท่ีเก็บตวัอยา่ง
จากสวนจิตรลดา ในวงรอบ 1 เดือน โดยตรวจโพรเจสเทอโรนจากการสกดั Core fat ดว้ยชุดตรวจตน้แบบ 
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รูปท่ี 10 แสดงผลการตรวจหาปริมาณโพรเจสเทอโรนในน ้ านมโคจากแม่โครหัส 296, 193 และ NF ท่ีเก็บ
ตวัอยา่งจากสวนจิตรลดา ในวงรอบ 1 เดือน โดยตรวจโพรเจสเทอโรนจาก Skim milk ดว้ยชุดตรวจตน้แบบ 
 

 
รูปท่ี 11 แสดงผลการตรวจหาปริมาณโพรเจสเทอโรนในน ้ านมโคจากแม่โครหัส 296, 193 และ NF ท่ีเก็บ
ตวัอยา่งจากสวนจิตรลดา ในวงรอบ 1 เดือน โดยตรวจโพรเจสเทอโรนจาก Skim milk ดว้ยชุดตรวจ Euro 
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ผลท่ีไดพ้บวา่เม่ือตรวจหาปริมาณโพรเจสเทอโรนในน ้ านมดว้ยการสกดัจากไขมนัน ้ านม (Core fat) จะให้ค่า
ปริมาณโพรเจสเทอโรนไดถู้กตอ้งแม่นย  าและให้ค่าสูงท่ีสุดเม่ือเทียบกบัการตรวจจาก Skim milk และเม่ือน าไป
ตรวจดว้ยชุดตรวจของ Euro จะตรวจไดป้ริมาณต ่าท่ีสุดเน่ืองจากช่วงในการตรวจของชุดตรวจ Euro ตรวจได้
ในช่วง 0.1 – 5 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร จึงเหมาะส าหรับหรับตรวจใน Skim milk ซ่ึงมีปริมาณโพรเจสเทอโรน 
ละลายอยู่ปริมาณน้อย ส าหรับชุดตรวจตน้แบบท่ีเตรียมไดส้ามารถตรวจไดใ้นช่วง 0.2 – 25 นาโนกรัมต่อ
มิลลิลิตร เม่ือปริมาณสูงกว่าช่วงของกราฟมาตรฐานให้ท าการเจือจางตวัอย่างให้มีปริมาณต ่าลงให้อยูใ่นช่วง
กราฟแลว้จึงคูณกลบัโดยจะสามารถตรวจไดท้ั้งในรูปท่ีเป็นสารสกดัจากไขมนั (Core fat) และส่วนท่ีเป็น Skim 
milk ซ่ึงพบวา่จะใหค้่าท่ีสอดคลอ้งไปในทิศทางเดียวกนัทั้ง 3 วธีิ โดยวธีิตรวจใน core fat จะสามารถตรวจหาโพ
รเจสเทอโรนปริมาณต ่าไดถู้กตอ้งแม่นย  า และเม่ือเทียบผลการตรวจตวัอยา่งน ้านมพบวา่ปริมาณโพรเจสเทอโรน 
ท่ีตรวจจากชุดตรวจตน้แบบ เม่ือตรวจใน Core fat ในจะมีปริมาณมากกว่าใน Skim milk เป็น 1-2 เท่า เม่ือ
เปรียบเทียบผลตรวจจากชุดตรวจตน้แบบกบัชุดตรวจจาก Euro พบวา่ชุดตรวจตน้แบบจะตรวจให้ค่าปริมาณโพ
รเจสเทอโรนทั้งในรูป Core fat และ Skim milk ไดสู้งกวา่ชุดตรวจของ Euro เป็นดงัน้ี   1. ท่ีความเขม้ขน้ของโพ
รเจสเทอโรนต ่ากวา่ 10 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ชุดตรวจตน้แบบจะตรวจไดสู้งกวา่ชุดตรวจของ Euro 80 เท่า 2. 
ท่ีความเขม้ขน้ของโพรเจสเทอโรนมากกวา่ 10 แต่ไม่เกิน 30 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ชุดตรวจตน้แบบจะตรวจได้
สูงกวา่ชุดตรวจของ Euro 30 เท่า 3. ท่ีความเขม้ขน้ของโพรเจสเทอโรนมากกวา่ 30 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ชุด
ตรวจตน้แบบจะตรวจไดสู้งกวา่ชุดตรวจของ Euro 5-10 เท่า ผลดงัรูปท่ี 9-11 และตารางท่ี 13 
 เม่ือน าผลการตรวจปริมาณโพรเจสเทอโรนดว้ยชุดตรวจตน้แบบไปเปรียบเทียบกบัชุดตรวจทางการคา้
ของ Euro ดงัตารางท่ี 14 พบวา่ค่าท่ีไดมี้ความสอดคลอ้งกนัสามารถประมาณค่าไดว้า่ถา้ตรวจน ้ านมโคทั้งในรูป
ของ Core fat และ Skim milk ดว้ยชุดตรวจตน้แบบท่ีเตรียมไดท่ี้ค่านอ้ยกวา่ 10 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร แสดงวา่
อยู่ในช่วง ระยะท่ีฟอลิเคิลเจริญอย่างรวดเร็ว คอร์ปัสลูเทียมสลาย คือระยะก่อนการเป็นสัด (Early follicular 
phase) ถา้มีค่าอยูร่ะหวา่ง 10-15 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร แสดงวา่อยูใ่นช่วง ก่อนหรือหลงั ท่ีรังไข่มีการสร้าง คอร์
ปัสลูเทียม (Early or ending luteal phase) และถา้มากกวา่ 15 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร แสดงวา่อยูใ่นช่วง ระยะไม่
เป็นสัดในวงรอบคือมีคอร์ปัสลูเทียมเจริญเตม็ท่ีมดลูกพร้อมรับการตั้งทอ้ง (Luteal activity)  
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ตารางท่ี 14 แสดงการเปรียบเทียบค่าของปริมาณโพรเจสเทอโรนของชุดตรวจตน้แบบกบัชุดตรวจของ Euro ท่ี
ระยะต่างๆในวงรอบการเป็นสัดของแม่โค 

 
ระยะในวงรอบการเป นสัด 

ปริมาณโพรเจสเทอโรน ( ng/ml) 

ชุดตรวจจาก Euro 
Skim milk 

ชุดตรวจต้นแบบ 

Core fat Skim milk 

Early follicular phase < 0.4 < 10 < 10 
Early or ending luteal phase 0.4 - 1 10 – 20 10 - 15 
Luteal activity > 1 > 20 > 15 
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4. สรุปและอภิปรายผลการทดลอง (Discussion) 

 เม่ือทดลองเตรียมชุดตรวจตน้แบบส าหรับตรวจหาปริมาณโพรเจสเทอโรน 2 แบบ ได้แก่ Indirect 
Competitive ELISA (Antibody capture; โมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อโพรเจสเทอโรนเช่ือมติดกบัไบโอติน) 
และ Direct Competitive ELISA (Antigen capture; โพรเจสเทอโรนเช่ือมติดกบัเอ็นไซม ์HRP) ส าหรับตรวจโพ
รเจสเทอโรนในรูป P4 พบวา่ให้ค่า IC50 เป็น 4.85 และ 3.01 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั ไดค้่า LOD เป็น 
0.5 และ 0.25 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั เม่ือน าชุดตรวจแบบ Indirect Competitive ELISA (Antibody 
capture) ไปตรวจสอบใน Skim milk ท่ีเติมโพรเจสเทอโรนปริมาณต่างๆลงไปพบว่าสารประกอบในน ้ านม 
(Milk Matrix) มีผลต่อค่าดูดกลืนแสง จึงตอ้งท าการเจือจาง Skim milk เป็น 1:5 ซ่ึงจะให้ค่า %CV อยูใ่นช่วง 
0.01-3.12   ค่า %Recovery อยู่ในช่วง 61.09-116.01 และ 1:10 จะให้ค่า %CV อยู่ในช่วง 0.04-6.14   ค่า 
%Recovery อยูใ่นช่วง 78.82-174.74 เม่ือตรวจดว้ยชุดตรวจแบบ Direct Competitive ELISA (Antigen capture)  
โดยเจือจางน ้ านมท่ี 1:2  จะให้ผลการตรวจวดัจะมีค่า %CV อยูใ่นช่วง 0.01-0.52   ค่า %Recovery อยูใ่นช่วง 
89.71-183.77 แต่ค่าดูดกลืนแสงท่ีไดจ้ะให้ค่าไม่น่ิงเท่ากบัชุดตรวจแบบ Indirect Competitive ELISA (Antibody 
capture) จึงเลือกชุดตรวจตน้แบบดงักล่าวมาพฒันาต่อเพื่อให้สามารถตรวจโพรเจสเทอโรนในน ้ านมดิบไดจ้ริง
โดยปรับท่ีบฟัเฟอร์ท่ีใชล้า้งในขั้นตอนบ่มตวัอยา่งเป็น PBSCTT (Phosphate buffer saline with casein , Tween 
and Thimerosal) เม่ือน าไปใชต้รวจกบัน ้านมดิบของแม่โครหสั SJ 247 จากสวนจิตรลดา พบวา่เม่ือเติม P3 ลงไป
ในน ้านมดิบ ชุดตรวจสามารถตรวจไดใ้นช่วง 6.25 ถึง 50 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร โดยมี %Recovery เป็น 85.19 – 
102.55 %  และ %CV เป็น 0.01-0.18 %  โดยพบวา่โพรเจสเทอโรนในรูปอิสระ P4 ท่ีเติมลงในน ้ านมดิบจะ
สามารถตรวจวดัไดใ้นระดบัความเขม้ขน้มากกวา่ 250  นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร แต่เน่ืองจากโพรเจสเทอโรนท่ีพบ
ไดใ้นน ้านมดิบของโคจะอยูใ่นรูปของ P4 จึงตอ้งปรับชุดตรวจใหส้ามารถตรวจในรูปของ P4 โดยให้อยูใ่นช่วงท่ี
ตอ้งการคือต ่ากวา่ 50 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร โดยปรับท่ีตวับล็อกและวิธีการเตรียมตวัอยา่งโดยท าการแยกไขมนั
ออกจากน ้านมและสกดัเอาโพรเจสเทอโรนออกจากไขมนัพบวา่เม่ือบล็อกชุดตรวจดว้ย 1%Gelatin จะให้ค่าการ
ตรวจหา P4 ท่ีเติมลงในไขมนันมไดถู้กตอ้งกวา่ บล็อก ดว้ย 1%Casein  โดยตรวจ P4 ท่ีเติมลงในไขมนัน ้ านม
แลว้น ามาสกดั ไดใ้นช่วง 1.25 – 50 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ได ้%Recovery เป็น 79.16 – 168.68 และสามารถ
ตรวจ โพรเจสเทอโรนไดท้ั้งในรูปท่ีเป็น P4 และ P3 แต่สามารถตรวจในรูป P4 ได ้%Recovery อยูใ่นเกณฑ์
มาตรฐานมากกวา่ผลตรวจในรูป P3 โดยให้ค่า %Recovery ต่อ P4 และ P3 เป็น 98.33 – 138.52 และ 59.13 – 
176.06 ตามล าดบั เม่ือเติม P4 ลงในน ้ านมดิบแลว้น าไปป่ันแยกไขมนัแลว้น าไปสกดัสามารถตรวจไดช่้วง 1 – 
100 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร และให้ค่า %Recovery และ %CV อยูใ่นช่วง 80.09-117.66 และ 0.03-3.33 ซ่ึงเป็น
ช่วงท่ียอมรับไดแ้ละมีค่าแม่นย  าในการตรวจ จึงไดน้ าชุดตรวจตน้แบบท่ีเตรียมไดไ้ปทดสอบจริงในการตรวจหา
ปริมาณโพรเจสเทอโรนในน ้านมโคจากสวนจิตรลดาไดแ้ก่แม่โครหสั NF, 193 และ 296 โดยเก็บตวัอยา่งทุกๆ 2 
วนั เป็นเวลา 1 เดือน ซ่ึงไดต้รวจหาปริมาณโพรเจสเทอโรนจากการสกดัไขมนัน ้ านม (Core fat) สามารถให้ค่า
ปริมาณโพรเจสเทอโรนสูงเม่ือเทียบกบัการตรวจจาก Skim milk และเม่ือน า Skim milkไปตรวจดว้ยชุดตรวจ
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ของ Euro จะตรวจไดป้ริมาณต ่าเน่ืองจากช่วงในการตรวจของชุดตรวจ Euro ตรวจไดใ้นช่วง 0.1 – 5 นาโนกรัม
ต่อมิลลิลิตร จึงเหมาะส าหรับหรับตรวจใน Skim milk ซ่ึงมีปริมาณโพรเจสเทอโรน ละลายอยูป่ริมาณนอ้ยหรือ
ถา้มีปริมาณอยูสู่งจะตอ้งท าการเจือจางตวัอยา่งก่อนตรวจ ส าหรับชุดตรวจตน้แบบท่ีเตรียมไดส้ามารถตรวจได้
ในช่วง 0.5 – 25 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร เม่ือปริมาณสูงกวา่ช่วงของกราฟมาตรฐานให้ท าการเจือจางตวัอยา่งให้มี
ปริมาณต ่าลงให้อยู่ในช่วงกราฟแลว้จึงคูณกลบัโดยจะสามารถตรวจไดท้ั้งในรูปท่ีเป็นสารสกดัจากไขมนัและ
ส่วนท่ีเป็น Skim milk ซ่ึงพบวา่จะให้ค่าท่ีสอดคลอ้งไปในทิศทางเดียวกนัทั้ง 3 วิธี และเม่ือเทียบผลการตรวจ
ตวัอย่างน ้ านมพบวา่ปริมาณโพรเจสเทอโรน ท่ีตรวจจากชุดตรวจตน้แบบ เม่ือตรวจใน Core fat จะมีปริมาณ
มากกวา่ใน Skim milk เป็น 1-2 เท่า  เม่ือเปรียบเทียบผลตรวจจากชุดตรวจตน้แบบกบัชุดตรวจจาก Euro พบวา่
ชุดตรวจตน้แบบจะตรวจให้ค่าปริมาณโพรเจสเทอโรนทั้งในรูป Core fat และ Skim milk ไดสู้งกวา่ชุดตรวจ
ของ Euro เป็นดงัน้ี   1. ท่ีความเขม้ขน้ของโพรเจสเทอโรนต ่ากวา่ 10 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ชุดตรวจตน้แบบจะ
ตรวจไดสู้งกวา่ชุดตรวจของ Euro โดยประมาณ 50-80 เท่า 2. ท่ีความเขม้ขน้ของโพรเจสเทอโรนมากกวา่ 10 แต่
ไม่เกิน 30 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ชุดตรวจตน้แบบจะตรวจไดสู้งกวา่ชุดตรวจของ Euro โดยประมาณ 10-30 เท่า 
3. ท่ีความเขม้ขน้ของโพรเจสเทอโรนมากกวา่โดยประมาณ 30 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ชุดตรวจตน้แบบจะตรวจ
ไดสู้งกวา่ชุดตรวจของ Euro โดยประมาณ 5-10 เท่า ซ่ึงจะสามารถประมาณค่าไดว้า่ถา้ตรวจน ้ านมโคทั้งในรูป
ของ Core fat และ Skim milk ดว้ยชุดตรวจตน้แบบท่ีเตรียมไดท่ี้ค่านอ้ยกวา่ 10 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร แสดงวา่
อยู่ในช่วง ระยะท่ีฟอลิเคิลเจริญอย่างรวดเร็ว คอร์ปัสลูเทียมสลาย คือระยะก่อนการเป็นสัด (Early follicular 
phase) ถา้มีค่าอยูร่ะหวา่ง 10-15 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร แสดงวา่อยูใ่นช่วง ก่อนหรือหลงั ท่ีรังไข่มีการสร้าง คอร์
ปัสลูเทียม (Early or ending luteal phase) และถา้มากกวา่ 15 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร แสดงวา่อยูใ่นช่วง ระยะไม่
เป็นสัดในวงรอบคือมีคอร์ปัสลูเทียมเจริญเต็มท่ีมดลูกพร้อมรับการตั้งทอ้ง (Luteal activity) จึงสรุปไดว้่าชุด
ตรวจตน้แบบท่ีเตรียมไดมี้ประสิทธิภาพสามารถตรวจสอบปริมาณโพรเจสเทอโรนไดท้ั้งในรูปท่ีเป็น Core fat 
และ Skim milk โดยใหผ้ลการตรวจท่ีสอดคลอ้งกบัชุดตรวจท่ีมีขายในทอ้งตลาดและใชเ้วลาในการตรวจเพียง 1 
ชัว่โมง 30 นาที ซ่ึงสามารถน ามาใชท้ดแทนชุดตรวจจากต่างประเทศท่ีมีราคาค่อนขา้งสูงไดต่้อไป  
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ภาคผนวก 
การเตรียมสารละลายส าหรับใช้ในเทคนิค ELISA 

1. 0.2 M Phosphate buffer, pH 7.4  (Stock reagent) 
ชัง่  NaH2PO4    27.6 กรัม  ละลายดว้ยน ้ากลัน่  1000  มิลลิลิตร 
ชัง่  Na2HPO4    71.63   กรัม  ละลายดว้ยน ้ากลัน่  1000  มิลลิลิตร 
ไตเตรตด่างดว้ยกรด จนได ้pH 7.4 แลว้เก็บเป็น stock  
 

2. 0.01 M Phosphate Buffer Saline ( PBS), pH 7.4 
0.2 M Phosphate buffer, pH 7.4 1 ลิตร  
NaCl      175.2  กรัม 
น ้ากลัน่    18  ลิตร 
ผสมใหเ้ขา้กนั 
 

3. PBS-Tween 20 ( ใช ้Tween 20 ความเขม้ขน้ 0.05% ) 
Tween 20    500  ไมโครลิตร 
PBS    1000 มิลลิลิตร 
 

 4.  PBSCTT (Phosphate buffer saline with casein , Tween and Thimerosal)  
  Casein (Hammersten grade casein ; C-3400)      5 กรัม 
  0.1 N NaOH      100  มิลลิลิตร 
  น าไปตม้ท่ี 60 องศาเซลเซียส จนเป็นสารละลายใส เม่ือเยน็แลว้เติม PBS บฟัเฟอร์ท่ีมี 0.05% Tween20 
และ 0.02% Thimerosal ปรับ pH เป็น 7 ใหค้วามเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น 1 ลิตร น าไปกรองผา่นแผน่กรองขนาด 0.45 
– 1.2 ไมโครโมล เก็บท่ี 4 องศาเซลเซียส ใชภ้ายใน 1 อาทิตย ์

 
 5.    205 mM Potassium Citrate buffer, pH 4.0 (ส าหรับเตรียมสารละลาย Substrate) 
  - Potassium citrate tribasic monohydrate    66.5 กรัม   
   ละลายดว้ยน ้ากลัน่      500  มิลลิลิตร 
  - Citric acid monohydrate     39.4 กรัม   
   ละลายดว้ยน ้ากลัน่      500  มิลลิลิตร 
  น าสารละลาย Potassium Citrate ปรับ pH เป็น 4 ดว้ย สารละลาย Citric acidน าไปกรองผา่นแผน่กรอง
ขนาด 0.45 – 1.2 ไมโครโมล เก็บท่ี 4 องศาเซลเซียส 
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6.    Substrate TMB 
3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine    2.5 มิลลิกรัม (ละลายใน DMA 0.25 ml) 
205 mM Potassium Citrate buffer, pH 4.0  10 มิลลิลิตร 
30% H2O2     0.035 มิลลิลิตร 
ผสมใหเ้ขา้กนัในขวดสีชา (เตรียมใหม่ก่อนใชทุ้กคร้ัง) 
 

7. 2.5 M H2SO4 ( Stopping reagent ) 
H2SO4 (96%)   256 มิลลิลิตร 
น ้ากลัน่    744 มิลลิลิตร 
ค่อยๆ เทกรดลงในน ้ากลัน่ ผสมใหเ้ขา้กนั 
หมายเหตุ   ควรน าขวดไปแช่ในน ้าประปาจนกวา่จะหายร้อน (เน่ืองจากจะเกิดความร้อนเม่ือกรดผสม
กบัน ้า) 
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     1.6 สาขาวชิาการทีม่คีวามช านาญพเิศษ 

การเพาะเล้ียงเซลลม์ะเร็ง  
การเตรียมและผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี  
การทดสอบฤทธ์ิของสารสมุนไพรในการยงัย ั้งเซลลม์ะเร็ง 

     1.7 ประสบการณ์ทีเ่กีย่วข้องกบัการบริหารงานวจิยัทั้งภายในและภายนอกประเทศ   
               1.7.1  ผูอ้  านวยการแผนงานวจิยั : ไม่มี 
               1.7.2  หวัหนา้โครงการวจิยั : ทดสอบฤทธ์ิของโมโนโคลนอลแอนติบอดีในการท าลายเซลลม์ะเร็งตบัโดยการตรวจดว้ย
วธีิ MTT Colorimetric Assay 
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 8. Chaichatipyuth, C., Petsom, A., Taweechotipatr, P., Muangsin, N., Chaichit, N. Puthong, S., Roengsumran, S., 
Kawahata, M., Watanabe, T. and Ishikawa, T.(2005) New labdane-type diterpenoids from Croton oblongifolius and their 
 cytotoxic activity. HETEROCYCLES 65(4): 809 – 822. 
 9. Pornpakakul, S., Liangsakul, J., Ngamrojanavanich, N., Roengsumran, S., Sihanonth, P., Piapukiew, J., 
Sangvichien, E., Puthong, S. and Petsom, A. (2006) Cytotoxic Activity of Four Xanthones from Emericella variecolor an 
Endophytic Fungus Isolated from Croton oblongifolius. Archives of Pharmacal Research 29(2): 140 – 144. 
 10. Mattanavee, W., Suwantong, O., Puthong, S., Bunaprasert, T., Hoven, P.V. and Supaphol, P. (2009) 
Immobilization of Biomolecules on the Surface of Electrospun Polycaprolactone Fibrous Scaffolds for Tissue Engineering. 
ACS APPLIED Materials & Interfaces 1(5): 1076 – 1085. 
 11. Pimpitak, U., Puthong, S., Komolpis, K., Petsom, A. and Palaga, T. (2009) Development of a monoclonal 
antibody-based enzymed-linked immunosorbent assay for detection of the furaltadone metabolite, AMOZ, in fortified shrimp. 
Food Chemistry 116: 785 – 791. 
 12. Puthong, S., Rojpibulstit, P. and Buakeaw, A. (2009) Cytotoxic Effect of Hep88 mAb: A Novel Monoclonal 
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 13. Umthong, S., Puthong, S. and Chanchao, C. (2009) Trigona laeviceps Propolis from Thailand : Antimicrobial, 
Antiproliferative and Cytotoxic Activities. The American Journal of Chinese Medicine. 37(5): 855 – 865. 
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