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บทคัดย่อภาษาไทย 

 ไนโตรฟูราโซน (Nitrofurazone ,NFZ) เป็นยาในกลุ่มสารไนโตรฟูแรนท่ีเกษตรกรนิยมใช้ในการป้องกนัและรักษาโรค

เก่ียวกับระบบทางเดินอาหารในสตัว์เพ่ือการบริโภค ได้แก่ โค ,สกุร ,ไก่ ,ปลา และกุ้ ง ยานีเ้ม่ือเข้าสู่ร่างกายจะถูกเปล่ียนเป็น

สารเมแทบอไลต์ คือ เซมิคาร์บาไซด์ (Semicarbazide ,SEM) ติดกบัเนือ้เย่ือ อาจเป็นสารก่อมะเร็งและก่อให้เกิดกลายพนัธุ์ 

 งานวิจยันีไ้ด้ทําการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อสาร SEM หรือ สารอนุพนัธ์ NPSEM ซึ่งเป็นรูปสารสําหรับการ

ตรวจหาสารตกค้างในเนือ้สตัว์ โดยการฉีดกระตุ้นหนูทดลองด้วยอนุพนัธ์ CPSEM ท่ีเช่ือมต่อด้วย BSA (CPAOZ-BSA) จาก

ผลการทดลองท่ีได้ พบว่า CPSEM-BSA สามารถท่ีจะใช้เป็นแอนติเจนในการกระตุ้นภมิูคุ้มกนัของหนูทดลอง เพราะสามารถ

ผลิตไฮบริโดมาโคลนท่ีผลิตแอนติบอดี ซึง่มีความสามารถในการจบักบัสาร NPSEM และ NFZ ในรูปอิสระได้ จากการคดัเลือก

ไฮบริโดมาเซลล์โคลนท่ีผลิตแอนติบอดีต่อสาร NPSEM มีจํานวน 22 โคลน โดยเป็นโคลนจากเซลล์หลุมต้น 11/10G และ 

12/1A ซึง่โมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีได้นี ้ทกุโคลนสามารถจบักบั NFZ ซึง่เป็นยาตัง้ต้น และ NPSEM ในรูปอนพุนัธ์ สําหรับใช้

ตรวจหาสารตกค้าง โคลนท่ีได้จากเซลล์หลุมต้น 11/10G จะสามารถจับกับ NPSEM ได้ดีกว่าโคลนท่ีได้จากเซลล์หลุมต้น 

12/1A และแอนติบอดีท่ีได้เป็นชนิด IgG3 ส่วนโคลนท่ีได้จากเซลล์หลุมต้น 12/1A เป็นชนิด IgG3 และ IgM จากโคลนท่ีได้

เหล่านีจ้ึงทําการคดัเลือกโคลน 3 โคลน จากเซลล์หลมุต้น 11/10G และ 12/1A โดยเลือกจากโคลนท่ีสามารถจบักบั NPSEM 

ได้ดี คือ มีคา่ IC50 ตํ่าท่ีสดุ ได้แก่ โคลนหมายเลข 8 และ 43 จากเซลล์หลมุต้น 11/10G ซึง่มีคา่ IC50 เทา่กบั 13.9 และ 13.1 นา

โนกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลําดบั และเลือกโคลนหมายเลข 25 จากเซลล์หลุมต้น 12/1A ซึ่งจบักับ NFZ ได้ดี มีค่า IC50 เท่ากับ 

145.2 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร นํามาทําให้บริสทุธ์ิโดยวิธี affinity chromatography ซึ่งโคลนทัง้ 3 หมายเลข มีปริมาณโปรตีน

เท่ากบั 1.17 ,0.99 และ 1.20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลําดบั จากนัน้ทําการทดสอบหาความจําเพาะของโคลนหมายเลข 8 

,25 และ 43 ต่อสาร NPSEEM และ NFZ อีกครัง้ ได้ค่า IC50 และค่า LOD ต่อสาร NPSEM  ของโคลนหมายเลข 8 เท่ากับ 

56.77 และ 2.96 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร โคลนหมายเลข 25 เท่ากับ 134.90 และ 4.57 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร และโคลน

หมายเลข 43 เท่ากบั 23.75 และ 0.50 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร สําหรับค่า IC50 และค่า LOD ต่อสาร NFZ นัน้ โคลนหมายเลข 8 

มีค่าเท่ากับ 572.90 และ 8.11 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร โคลนหมายเลข 25 มีค่าเท่ากับ 903.60 และ 15.52 นาโนกรัมต่อ

มิลลิลิตร และโคลนหมายเลข 43 มีค่าเท่ากับ 142.10 และ 0.83 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร โดยเม่ือดูจากค่า IC50 และค่า LOD 

ของโคลนทัง้ 3 หมายเลข พบว่าทัง้ 3 โคลนมีความจําเพาะต่อสาร NPSEM มากกว่า NFZ โดยโคลนหมายเลข 43 มีความไว

มากท่ีสดุ 

 

 

 



บทคัดย่อภาษาอังกฤษ 

 Nitrofurazone (NFZ) is a nitrofuran drug which is widely used in prevention and treatment of animals such 

as cattle, swine, chicken, fish and shrimp, for consumption. When NFZ enters the body, it is metabolized to 

semicarbazide (SEM) which attached to the tissue and is considered to be a carcinogen and mutagen.  

In this research, monoclonal antibody against SEM or its nitrophenyl derivative (NPSEM) which is the 

stabilized form for residue detection was produced. Immunization of mice was performed by using the 

carboxyphenyl derivative-bovine serum albumin conjugate (CPSEM-BSA) as the antigens. The results suggested 

that CPSEM-BSA could induce hybridoma clone which produce antibodies with binding ability to NPSEM, and 

NFZ. After screening, twenty-two hybridomas which produce antibody against NPSEM were selected from the 

originated well no. 11/10G and 12/1A. All antibodies could bind to NFZ and NPSEM. Clones from well no. 11/10G 

were better than those from well no. 12/1A in NPSEM-binding ability. After characterization, the isotype of 

antibody from well no. 11/10G and 12/1A was found to be IgG3 and IgM, respectively. Three monoclones were 

selected based on their ability to bind with NPSEM as quantified in term of the 50% inhibition concentration value. 

Clone no. 8 and no. 43 were obtained from the originated well no. 11/10G while clone no. 25 was from the well no. 

12/1A. Their IC50 values were 13.9, 13.1 and 145.2 nanogram per millilitre, respectively. Proteins were purified by 

affinity chromatography yielding protein content at 1.17, 0.99 and 1.20 mg/ml, respectively. Subsequently, the 

specificities of antibody from clone no. 8, 25 and 43 to NPSEM and NFZ were reanalyzed. The IC50 and LOD for 

NPSEM of clone no. 8 were 56.77 and 2.96 ng/ml while those of clone no. 25 were 134.90 and 4.57 ng/ml and 

those of clone no. 43 were 23.75 and 0.50 ng/ml.  The IC50 and LOD for NFZ of clone no. 8 were found to be 

572.90 and 8.11 ng/ml while those of clone no.25 were 903.60 and 15.52 ng/ml and those of clone no.43 were 

142.10 and 0.83 ng/ml. From these IC50 and LOD values, it was found that antibodies of all three clones are were 

more specific to NPSEM than to NFZ and clone no.43 was the most sensitive clone. 
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1. บทนํา (Introduction) 

1.1 ความสําคัญและที่มาของปํญหาที่ทาํการวจัิย 

ไนโตรฟแูรนเป็นสารปฏิชีวนะท่ีใช้กนัอย่างกว้างขวางในการปอ้งกนัและรักษาโรคติดเชือ้ในสตัว์ เม่ือไนโตรฟแูรนได้แก่ 

ไนโตรฟูราโซน  ไนโตรฟูแรนโทอิน  ฟูราโซลิโดน และ ฟูรัลทาโดน เข้าสู่ร่างกายของสตัว์จะถกูเมทาบอไลท์เป็นเซมิคาร์บาไซด์ 

(SEM) ,1-อะมิโนไฮแดนโทอิน (AHD) ,3-อะมิโน-2-ออกซาโซลิดิโนน (AOZ) และ 3-อะมิโน-5-มอร์ฟอลิโนเมทิล-2-ออกซาโซ

ลิดิโนน (AMOZ) ตามลําดับ สารดงักล่าวจดัว่าเป็นสารก่อมะเร็งและทําให้เกิดการกลายพันธ์ุ ซึ่งเป็นอนัตรายต่อผู้ ท่ีบริโภค

อาหารท่ีมีการตกค้างของสารดงักลา่ว ดงันัน้สํานกังานคณะกรรมการอาหารและยาและของประเทศไทยและสหภาพ ยโุรป จงึ

ออกประกาศห้ามมิให้มีการตกค้างของสารเหลา่นี ้ ในปัจจบุนัทัว่โลกได้ให้ความสําคญัและความสนใจอย่างมาก ในด้านความ

ปลอดภัยของอาหาร โดยเฉพาะอย่างยิ่งการตกค้างของสารหรือยาท่ีเกิดจากการใช้ท่ีไม่ถูกวิธีหรือผิดวัตถุประสงค์ ซึ่งอาจ

ก่อให้เกิดอันตรายแก่ผู้บริโภคและสัตว์ท่ีได้รับสารนัน้ ดังนัน้หน่วยงานท่ีรับผิดชอบเก่ียวกับความปลอดภัยของอาหารใน

ประเทศต่างๆ จึงได้ออกข้อกําหนดห้ามใช้สารต่างๆ ปริมาณสูงสุดของสารต่างๆ ท่ีสามารถตกค้างได้ (maximum residual 

limit, MRL)ในผลิตภณัฑ์เพ่ือการบริโภค ทําให้การส่งออกหรือนําเข้าผลิตภณัฑ์ต้องมีการตรวจวิเคราะห์สารตกค้างต่างๆ ด้วย

วิธีมาตรฐานท่ีใช้ในการตรวจวิเคราะห์คือวิธีทางเคมี ได้แก่ LC-MS/MS  ถึงแม้ว่าวิธีดงักล่าวจะให้ผลท่ีถกูต้องแม่นยํา แต่เป็น

วิธีท่ีจะต้องผ่านขัน้ตอนท่ีซับซ้อนและจําเป็นจะต้องมีเคร่ืองมือราคาแพงในการวิเคราะห์ผล ดังนัน้วิธีการตรวจโดยอาศัย

หลักการทางวิทยาภูมิคุ้ มกัน เช่น Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) จึงเป็นวิธีท่ีได้รับความนิยมเพิ่มขึน้ 

เน่ืองจากมีจุดเด่นในเร่ืองของความจําเพาะ ต้นทุนในการวิเคราะห์ตํ่า และสามารถตรวจตัวอย่างได้เป็นจํานวนมากใน

ระยะเวลาอนัสัน้ โดยผู้ นําในการพัฒนาและจําหน่ายชุดตรวจสอบเหล่านีจ้ะอยู่ในกลุ่มประเทศสหภาพยุโรป ซึ่งเป็นกลุ่ม

ประเทศผู้ นําเข้าสินค้าท่ีสําคญัของประเทศไทย และเป็นผู้ออกข้อกําหนดท่ีส่งผลให้ผู้ส่งออกของไทยต้องใช้ชดุตรวจสอบจาก

กลุม่ประเทศเหลา่นัน้ ดงันัน้หากประเทศไทยสามารถท่ีจะพฒันาและผลิตชดุตรวจสอบท่ีมีมาตรฐานเทียบเท่ากบัชดุตรวจสอบ

ท่ีมีจําหน่ายอยู่ในปัจจุบนั จะเป็นการลดการนําเข้าชุดตรวจสอบจากต่างประเทศ และอาจลดผลกระทบของข้อกําหนดของ

ปริมาณสารสงูสดุของสารตกค้างเน่ืองจากผู้ส่งออกมีทางเลือกใช้ชดุตรวจสอบท่ีพฒันาขึน้ ไม่ต้องพึง่แต่ชดุตรวจกลุม่ประเทศ

เหล่านัน้ นอกจากนีจ้ะทําให้สามารถตรวจสารตกค้างในตัวอย่างอาหารสําหรับบริโภคในประเทศได้ครอบคลุมมากขึน้ ไม่

จําเป็นต้องสุ่มตัวอย่างจํานวนน้อยจากสินค้าจํานวนมาก ทําให้การเฝ้าระวังสินค้าอาหารปลอดภัยสําหรับประชากรของ

ประเทศไทยเป็นไปอย่างมีประสิทธิภาพมากขึน้ ซึง่ประเทศไทยต้องใช้เงินจํานวนมากในการนําเข้าชุดตรวจสอบสารเมแทบอ

ไลท์ของไนโตรฟแูรนจากต่างประเทศมาเพ่ือใช้ภายในประเทศ ดงันัน้โครงการนีจ้ึงมีวตัถปุระสงค์เพ่ือ พฒันาชดุตรวจสอบสาร

เซมิคาร์บาไซด์ ด้วยวิธี ELISA เพ่ือทดแทนการนําเข้า และเป็นทางเลือกในการตรวจตวัอย่างจํานวนมากก่อนการตรวจยืนยนั

ด้วยวิธีทางเคมี 



1.2 วัตถุประสงค์หลักของแผนงานวิจัย 

- เตรียมเซลล์ไฮบริโดมาท่ีสามารถผลติโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจําเพาะต่อ SEM 

- ศกึษาลกัษณะสมบตัิของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีได้ 

1.3 ขอบเขตของโครงการวจิัย 

- ค้นคว้าและรวบรวมข้อมลูท่ีเก่ียวข้องกบังานวิจยั 

- เปลี่ยนแปลงอนพุนัธุ์ของสาร SEM ให้อยูใ่นรูป 3-{[(3-carboxyphenyl) methylene]- hydrazinecarboxamide 

(CPSEM) และเช่ือมตอ่กบัโปรตีนพาหะ เพ่ือใช้เป็นแอนติเจน 

- ฉีดกระตุ้นระบบภมิูคุ้มกนัของหนใูห้สร้างแอนติบอดีตอ่ สาร SEM และ NPSEM 

- เตรียมเซลล์ไฮบริโดมาท่ีมีความสามารถในการสร้างแอนติบอดี 

- คดัเลือกเซลล์ไฮบริโดมาท่ีสร้างโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอ่ SEM และ NPSEM โดยวิธี ELISA  

 - ศกึษาลกัษณะสมบตัิเบือ้งต้นของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีได้ 

  - การทดสอบไอโซไทป์ (isotype) ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ่ SEM โดยใช้ชดุทดสอบไอโซไทป์  

    (isotyping kit บริษัท Sigma Aldrich ,USA) 

  - การทดสอบความไวและปฏิกิริยาข้ามกบัสารในกลุม่ไนโตรฟแูรน และสารนอกกลุม่ด้วยวิธี Indirect  

    competitive  ELISA   

- การทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีให้บริสทุธ์ิ  

 - วิเคราะห์ข้อมลู สรุปผลการทดลอง ทํารายงานฉบบัสมบรูณ์ 

1.4 ทฤษฎี สมมุติฐาน (ถ้ามี) และกรอบแนวความคดิของแผนงานวจัิย 

ไนโตรฟูแรนมีสมบัติ เป็นยาปฏิ ชีวนะ ประกอบด้วยสาร 4 กลุ่มคือ ฟูราโซลิ โดน  (furazolidone, N-[5-nitro-2-

furfurylidene]-3-amino-2-oxazolidone ,FZD) ฟรัูลทาโดน (furaltadone, 5-morpholinomethyl-3-[5-nitrofurfurylideneamino]-2-

oxazolidinone ,FTD) ไนโตรฟูแรนโทอิน (nitrofurantoin, N-[5-nitro-2-furfurylidene]-1-aminohydantoin ,NFT) และ ไนโตรฟูรา



โซน (nitrofurazone, 5-nitro-2-furaldehyde semicarbazone ,NFZ)   สารกลุ่มนีใ้ช้ในการป้องกัน และรักษาโรคระบบทางเดิน

อาหารซึ่งมีสาเหตุมาจากการติดเชือ้ Escherichia coli และ Salmonella spp. อีกทัง้ยังสามารถใช้เป็นสารในการกระตุ้ นการ

เจริญเติบโตของสตัว์เลีย้งเพ่ือการบริโภค เช่น โค หมู เป็ด และไก่ เป็นต้น แต่เน่ืองจาก NFZ ,NFT ,FZD และ FTD มีสมบตัิท่ีไม่

เสถียร  ไวต่อแสง และถกูออกซิไดส์ได้งา่ยเม่ือสมัผสักบัอากาศเป็นเวลานาน ดงันัน้เม่ือสารเหลา่นีเ้ข้าสู่ร่างกายจะถกูเมแทบอไลต์

เปลี่ยนเป็น เซมิคาร์บาไซด์ (semicarbazide, SEM) 1-อะมิโนไฮแดนโทอนิ (1- aminohydantoin, AHD)  3-อะมิโน-2-ออกซาโซลิดิ

โน น  (3- amino -2- oxazolidinone ,AOZ) แล ะ  3-อ ะ มิ โน -5-ม อ ร์ฟ อลิ โน เม ทิ ล -2-ออกซา โซลิ ดิ โน น  (3- amino -5- 

morpholinomethyl -2- oxazolidinone ,AMOZ) ตามลําดบั (Kumar et al. ,1994) ดงันัน้ในการตรวจสารตกค้างจงึเป็นการตรวจหา

สารเมแทบอไลต์ต่างๆ ดงักลา่ว สารในกลุม่ไนโตรฟแูรนนีจ้ดัว่าเป็นสารก่อมะเร็งและก่อให้เกิดการกลายพนัธุ์ในสตัว์ทดลอง ซึง่จะ

ถกูเมแทบอไลต์เร็วมากหลงัจากการใช้ ภายใน 2-3 ชัว่โมง ก็ไม่สามารถตรวจพบได้  แตใ่นทางตรงกนัข้ามสารเมแทบอไลต์จะอยูใ่น

รูปท่ีติดอยู่ท่ีเนือ้เย่ือ  ซึ่งจะคงอยู่นานหลายสัปดาห์  (Hoogenboom et al. ,1991 ;Hoogenboom et al. ,1992 ;Gottschall et 

al.,1995) ในการใช้ยาและสารเหลา่นีจ้ะใช้โดยการผสมรวมกบัอาหารสตัว์ในปริมาณน้อย แต่ให้สตัว์กินติดต่อกนัเป็นเวลานาน ซึง่

มีผลทําให้เกิดการสะสมของยาและสารเคมีในอวยัวะตา่งๆของร่างกายสตัว์ เช่น ในนม เนือ้ หรือ ไข ่ เกิดการตกค้างในเนือ้สตัว์และ

ผลิตภณัฑ์สตัว์ทําให้เกิดการดือ้ยาของเชือ้โรค ซึ่งจะสง่ผลกระทบต่อผู้บริโภค (Bryan G.T. ,1978) จากอนัตรายของสารในกลุ่มนี ้

ทําให้เกิดความเสี่ยงท่ีผู้บริโภคจะได้รับอนัตรายจากสารตกค้างเหลา่นี ้ดงันัน้บางประเทศจงึห้ามไม่ให้ใช้ยากลุม่นีก้บัสตัว์เลีย้งเพ่ือ

ใช้สําหรับการบริโภค เช่น ประเทศในกลุม่สหภาพยโุรป, สหรัฐอเมริกา และ แคนาดา โดยทางกลุม่ประเทศสหภาพยโุรปได้กําหนด

นโยบายไม่ให้มีการตรวจพบการตกค้าง (zero tolerance) ของสารดงักลา่ว และได้กําหนดเกณฑ์สําหรับการตรวจวดัในรูปของค่า 

Minimum Required Performance Limits (MRPLs) สําหรับประเทศไทยกระทรวงสาธารณสุขได้กําหนดให้เพิกถอนทะเบียนตํา

หรับยาท่ีใช้สําหรับสัตว์ท่ีมีตัวยากลุ่มไนโตรฟูแรน ได้แก่ ไนโตรฟูราโซน และฟูราโซลิโดน นอกจากนีย้ังห้ามนําเข้ายา เภสัช

เคมีภัณฑ์ และเกลือของเภสชัเคมีภัณฑ์เหล่านี ้และมีข้อกําหนดด้านความปลอดภัยสินค้าเกษตรและอาหารของสํานักงาน

มาตรฐานสินค้าเกษตรและอาหารแห่งชาติกระทรวงเกษตรและสหกรณ์ โดยกําหนดให้สาร สารเมแทบอไลต์ (metabolite) ทัง้ 

4 ตวัของยาในกลุ่มไนโตรฟูแรนต้องไม่พบในสินค้าเกษตรและอาหารโดยกําหนดให้มีค่า MRPL อยู่ท่ีระดบั 0.3 ไมโครกรัมต่อ

กิโลกรัม สําหรับ AOZ และ AMOZ และระดบั 1 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม สําหรับ SEM และ AHD (ประกาศกระทรวงเกษตรและ

สหกรณ์ ,2551) แต่อย่างไรก็ตามยังมีการลักลอบนําสารเหล่านีเ้ข้าภายในประเทศได้ในรูปของอาหารสัตว์ ดังนัน้เพ่ือความ

ปลอดภยัต่อผู้บริโภคจึงต้องทําการตรวจสอบก่อนการนําเข้าและสง่ออกสินค้าเพ่ือตรวจวิเคราะห์หาสารกลุ่มนีท่ี้ปนเปือ้น แต่การ

วดัปริมาณยาตกค้างดงักลา่วสามารถทําได้ในขีดจํากดั เน่ืองจากต้องใช้เคร่ืองมือวิเคราะห์ขัน้สงูท่ีมีราคาแพงมาก ดงันัน้ ปัจจบุนั

มีการประยุกต์นําความรู้ทางด้านวิทยาภมิูคุ้มกนั (Immunology) ไปใช้ในการตรวจติดตามหาสารตกค้างในผลิตภณัฑ์อาหาร ซึ่ง

ให้ผลการตรวจติดตามท่ีมีความไวสูงและแม่นยํา โดยใช้หลักการของ Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) เป็น

เทคนิคท่ีใช้กนัอย่างกว้างขวางสําหรับตรวจวดัสารตกค้างโดยอาศยัหลกัการการตรวจวดัแอนติเจน โดยการใช้แอนติบอดี ท่ีให้ผล

ทางชีวภาพเฉพาะกบัยาและเอนไซม์ท่ีเช่ือมตอ่ทางเคมีกบัแอนติบอดีหรือแอนติเจน วิธี ELISA นีเ้ป็นวิธีการท่ีประหยดัและรวดเร็ว 



ดงันัน้เพ่ือให้ต้นทนุในการตรวจสารดงักลา่วลดต่ําลง และเอือ้ให้ผู้สง่ออกหรือหนว่ยงานต่างๆ สามารถเข้าถึงการตรวจตวัอย่าง

ได้ดียิ่งขึน้ จึงควรมีการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีมีความจําเพาะต่อ SEM เพ่ือใช้พฒันาต่อเป็นชดุทดสอบหาสารตกค้าง

ดงักล่าวขึน้เองภายในประเทศ และการพฒันานีย้งัสามารถใช้เป็นแม่แบบในการพฒันาชุดตรวจสอบสารอ่ืนๆ ด้วยวิธี ELISA 

ตอ่ไปได้ในอนาคต จากการพิจารณาศกัยภาพของพืน้ฐานความรู้ อปุกรณ์ บคุลากรและความร่วมมือจากภายนอกท่ีจําเป็นใน

การพฒันาชุดตรวจสอบด้วยวิธี ELISA นัน้ ทางคณะผู้วิจยัมีความพร้อมและสามารถที่จะทําให้บรรลุวตัถุประสงค์ได้ ดงันัน้

ทางสถาบนัวิจยัเทคโนโลยีชีวภาพและวิศวกรรมพนัธุศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั จึงได้สนใจทําการผลิตโมโนโคลนอล

แอนติบอดีท่ีมีความจําเพาะต่อ SEM เพ่ือใช้พฒันาต่อเป็นชดุทดสอบหาสารตกค้างในผลิตภณัฑ์อาหารทัง้นําเข้าและส่งออก

ตอ่ไปได้ 

1.5 การทบทวนวรรณกรรม/สารสนเทศที่เก่ียวข้อง  

 ในการตรวจวิเคราะห์อนุพันธ์ของ SEM นีส้ามารถตรวจวิเคราะห์โดยเทคนิคทางเคมีได้หลายวิธี เช่น high-

performance liquid chromatography (HPLC)(Hoogenboom et al. ,1991) liquid chromatography-mass spectrometry 

(LC-MS) (McCracken et al. ,1997) และ LC-MS/MS (Leitener et al. ,2001) ซึง่สามารถตรวจวิเคราะห์ปริมาณสารเมแทบอ

ไลต์ของไนโตรฟูแรน ในระดบัความเข้มข้นหนึง่สว่นในพนัล้านส่วนในเนือ้เย่ือ แม้ว่าการตรวจวิเคราะห์ทางเคมีนีเ้ป็นวิธีท่ีให้ผล

แม่นยําสงู  แต่เป็นวิธีท่ีจําเป็นต้องใช้บคุคลากรท่ีมีความชํานาญในการใช้เคร่ืองมือ  สง่ผลให้การตรวจวิเคราะห์แต่ละตวัอย่าง

มีราคาสงู  อีกทัง้ในการตรวจวิเคราะห์จําเป็นต้องทําในห้องปฏิบติัการท่ีมีเคร่ืองมือวิเคราะห์เท่านัน้  จงึเป็นเหตใุห้มีการศกึษา

การตรวจวิเคราะห์โดยใช้หลกัการ enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) ซึง่สามารถใช้ตรวจวิเคราะห์เพ่ือคดักรอง

ตวัอย่างจํานวนมากได้อยา่งรวดเร็ว ด้วยความถกูต้องแม่นยํา และมีต้นทนุการตรวจท่ีตํ่ากวา่ สามารถทําการตรวจวิเคราะห์ได้

ทัง้ในห้องปฏิบัติการท่ีมีเคร่ืองอ่านผล ELISA และในภาคสนามเม่ือมีการพัฒนาชุดตรวจสอบในรูปแบบของแถบ จาก

การศึกษาการผลิตพอลิโคลนอลแอนติบอดีต่ออนุพันธ์ของสาร SEM โดยการเปล่ียนแปลงอนุพันธ์  SEM ด้วย  3-

carboxybenzaldehyde (CBA) ได้เป็น 3-{[(3-carboxyphenyl) methylene]-hydrazinecarboxamide (CPSEM) แล้วทําการ

เช่ือมต่อกับโปรตีนพาหะ bovine thyroglobulin ซึ่งถูกนําไปฉีดกระตุ้ นในสัตว์ทดลอง พบว่าสามารถเตรียมพอลิโคลนอล

แอนติบอดีท่ีมีความจําเพาะตอ่ NPSEM โดยสามารถตรวจพบ NPSEM ท่ีความเข้มข้นน้อยกวา่ 0.25 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัมได้ 

ซึง่เม่ือคํานวณความไวในการวดัในรูปของค่า IC50 ได้เท่ากบั 0.86 ไมโครกรัมต่อลิตร และไม่เกิดการทําปฏิกิริยาข้ามกบัสารเม

แทบอไลต์ของไนโตรฟแูรนชนิดอื่นหรือยาปฏิชีวนะท่ีใช้ในสตัว์อ่ืนๆ  (Cooper et al. ,2007)  

ซึ่งในปัจจุบนัได้มีการพัฒนาชุดตรวจสอบเชิงพาณิชย์ด้วยหลกัการ ELISA สําหรับตรวจ SEM ในรูปของ NPSEM  

ออกมาจําหน่ายโดยมี ช่ือทางการค้าว่า SEM ELISA TEST KITS ผลิตโดยบริษัท Shenzhen Lvsiyuan  Biotechnology 

(China) ซึ่งสามารถตรวจติดตาม SEM ในเนือ้กุ้ ง ไก่ ปลา นม นํา้ผึง้ แล่ไข่ไก่   โดยสกดัสารตกค้างออกจากเนือ้สตัว์ด้วยกรด



ไฮโดรคอริก และเปล่ียนอนุพนัธุ์สาร SEM ด้วย 2-Nitrobenzoic aldehyde (NBA) โดยพบว่าปริมาณต่ําสดุท่ีตรวจวดัได้อยู่ท่ี 

0.1 ppb  และให้คา่เปอร์เซนต์ของปฏิกิริยาข้ามกบัสารในกลุม่ไนโตรฟแูรนกบัสาร AOZ   AHD และ SEM เป็น 0.1 เปอร์เซนต์ 

1.6 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

ได้เซลล์ไฮบริโดมาท่ีผลติโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีมีความจําเพาะตอ่สาร SEM หรือ NPSEM 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



2. วธีิดาํเนินการวจัิย (Materials & Method) 

 2.1 อุปกรณ์และสารเคมีที่ในการวิจัย 

2.1.1 เคร่ีองมือและอปุกรณ์ท่ีใช้ในการวิจยั 

หนขูาว (swiss mice) สายพนัธุ์ BALB/c เพศเมีย สํานกัสตัว์ทดลองแห่งชาติ มหาวิทยาลยัมหิดล 

  เซลล์มยัอีโลมา P3/NSI/1-4A4-1 (NSI)   ATCC No: TIB 18 

  กระบอกฉีดยาขนาด 1 และ 5 มิลลลิติร  Nipro (Thailand) 

  กล้องจลุทรรศน์ชนิดหวักลบั    Nikon (Japan) 

  ขวดแก้ว      Boro (Germany) 

  ขวดเลีย้งเซลล์ขนาด 10 และ 250 มิลลลิติร  Nunc (Denmark) 

  เข็มฉีดยาขนาด 18G, 21Gและ 22G   Nipro (Thailand) 

  หลอดฉีดยาขนาด 1, 5 และ 10 มิลลิลติร  Nipro (Thailand) 

  เคร่ืองชัง่นํา้หนกั AG204    Mettler Toledo (Switzerland) 

  เคร่ืองชัง่นํา้หนกั PG4002-5    Mettler Toledo (Switzerland) 

เคร่ืองป่ันเหว่ียง     MSE (England) 

  เคร่ืองมือนบัเซลล์     Boeco (Germany) 

  เคร่ืองวดัความเป็นกรด-ดา่ง    Mettler Toledo 

  เคร่ือง Microtiterplate reader   Titertek multiskan (Finland) 

  จานชนิด 96 หลมุสําหรับเลีย้งเซลล์   Nunc (Denmark) 

  จานชนิด 96 หลมุสําหรับ ELISA   Nunc (Denmark) 

จานชนิด 24 หลมุ     Nunc (Denmark) 



  ปิเปตแก้ว     HBG (Germany) 

  ปิเปตอตัโนมตั     Gilson (France) 

  ไมโครปิเปต     Biohit (Finland) 

  ป๊ัมสญูญากาศ     Iwaki (Japan) 

  ตู้บม่ท่ีมีคาร์บอนไดออกไซด์    Revco, Yamato (Japan) 

  ตู้ปลอดเชือ้     Cambrige (Thaialnd) 

  หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลลิติร   Axygen (USA) 

  หม้อนึง่ฆา่เชือ้     Udono-RII (Japan)  

  หลอดป่ันเหว่ียงขนาด 50 มิลลิลติร   Nunc (Denmark) 

  อา่งนํา้ควบคมุอณุหภมิู    Memmert (Germany) 

2.1.2 สารเคมีท่ีใช้ในการวิจยั 

สารเคมี บริษัท ประเทศ 

1-aminohydantoin (AHD) Sigma-Aldrich USA 

1-(2-Nitrobenzylidenamino)-2, 4-

imidazolidinedione (NPAHD) 
Sigma-Aldrich USA 

1-Ethyl-3-(3-

Dimethylaminopropyl)carbodiimide 

Hydrochloride (EDC) 

Sigma-Aldrich USA 

2,4,6-Trinitrobenzene Sulfonic Acid (TNBS) Pierce USA 

2-Nitrobenzaldehyde semicarbazone(NPSEM) Sigma-Aldrich USA 



3-{[(2-nitrophenyl)methylene] amino}-2-

oxazolidinone) (NPAOZ) 
Sigma-Aldrich USA 

3-amino-2-oxazolidinone (AOZ) Sigma-Aldrich USA 

3-carboxybezaldehyde (CBA) Sigma-Aldrich USA 

5-(Morpholinomethyl)-3-(2-

nitrobenzylidenamino)-2-oxazolidinone 

(NPAMOZ) 

Sigma-Aldrich USA 

5-morpholinomethyl-3-amino-oxazolidinone  

(AMOZ) 
Sigma-Aldrich USA 

Acrylamide gel Sigma-Aldrich USA 

Aminopterine Sigma-Aldrich USA 

Bovine serum albumin (BSA) Sigma-Aldrich USA 

Butanol Merck Germany 

Chloramphenicol Sigma-Aldrich USA 

Citric monohydrate Merck Germany 

Clenbuterol Sigma-Aldrich USA 

Copper sulfate Fluka Switzerland 

D-glucose Sigma-Aldrich USA 

Diethyl ether Sigma-Aldrich USA 

Dimethyl sulfoxide Fluka Switzerland 



Disodium carbonate Fluka Switzerland 

Disodium hydrogen phosphate Carlo erba USA 

Ethylenediamine (EDA) Sigma-Aldrich USA 

Fetal bovine serum Invitromex USA 

Folin-Ciocalteu Phenol reagent Sigma-Aldrich USA 

Furazolidone  Sigma-Aldrich USA 

Hydrochloric acid Sigma-Aldrich USA 

Hydrogen peroxide Fluka Switzerland 

Hypoxanthine Sigma-Aldrich USA 

L-glutamine Sigma-Aldrich USA 

Methanol BDH England 

N-hydroxysuccimide ester (NHS) Fluka Switzerland 

Non-fat dry milk Mission health food Thailand 

3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidine (TMB) Sigma-Aldrich USA 

Ovalbumin (OVA) Ovalbumin (OVA) USA 

Oxytetracycline Fluka Switzerland 

Penicllin G Sigma-Aldrich USA 

Peroxidase Goat anti-mouse IgG (H+L) Jackson Immunoresearch USA 

   



Peroxidase-Rabbit Anti-Mouse IgG (Gamma 

chain Specific) 

Zymed USA 

Polyethylene glycol (PEG) Sigma-Aldrich USA 

Potasium chloride Sigma-Aldrich USA 

Potasium dihydrogen phosphate Sigma-Aldrich USA 

Pyridine Carlo Erba USA 

Pyruvic acid Invitromex USA 

RPMI 1640 medium  Invitromex USA 

Salbutamol Sigma-Aldrich USA 

Semicarbazide (SEM) Sigma-Aldrich USA 

Sodium bicarbonate Sigma-Aldrich USA 

Sodium cabonate Merck Germany 

Sodium chloride Merck Germany 

Sodium dihydrogen phosphate Carlo erba USA 

Sodium dodecyl sulphate Merck Germany 

Sodium hydrogen carbonate Merck Germany 

Sodium hydroxide Merck Germany 

Sodium pyruvate Sigma-Aldrich USA 

Streptomycin Sigma-Aldrich USA 



Sulfamethazine  Sigma-Aldrich USA 

Sulfuric acid Merck Germany 

Tetracyclin Sigma-Aldrich USA 

Trisodium citrate Fluka Switzerland 

Tween 20 Sigma-Aldrich USA 

2.2 การเตรียมแอนตเิจนสาํหรับฉีดกระตุ้นหนูทดลอง(CPSEM-BSA) และแอนตเิจนสาํหรับ 

     เคลือบจาน 96 หลุม (CPSEM-OVA) 

         2.2.1 การเปล่ียนแปลงอนพุนัธ์ุของสาร SEM เป็น CPSEM 

                นํา  เซมิคาร์บาไซด์  (semicarbazide; SEM) มาทําปฏิ กิ ริยากับ  3-คาร์บอกซิเบนแซลดีไฮด์  (3 -

carboxybenzaldehyde; CBA) โดยวิธีการกลั่นไหลกลับในไพริดีนปราศจากนํา้ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 

ชัว่โมง จากนัน้ตรวจสอบผลิตภณัฑ์ท่ีได้คือ  3-{[(3-carboxyphenyl) methylene]-hydrazinecarboxamide (CPSEM) โดยวิธี 

thin layer chromatography (TLC) ใช้  10 เปอร์เซนต์ เมธานอล ใน คลอโรฟอร์ม เป็นโมบายเฟส  ทําให้แห้งโดยใช้แก๊ส

ไนโตรเจน ตรวจสอบความบริสทุธ์ิของสารท่ีสงัเคราะห์ได้โดยใช้วิธี TLC ดูแถบของสาร CPSEM ด้วยแสงยูวี และดูแถบของ

สาร SEM โดยย้อมด้วยสารละลายนินไฮดริน 

2.2.2 การเช่ือมตอ่ CPSEM กบั BSA และ CPSEM กบั OVA  

ทําการเช่ือมสาร CPSEM กบั BSA ได้เป็น CPSEM-BSA ใช้เป็นแอนติเจนสําหรับฉีดกระตุ้นภมิูคุ้มกนัของ 

หนทูดลอง และทําการเช่ือมสาร CPSEM กบั OVA ได้เป็น CPSEM-OVA เพ่ือนําไปเคลือบจานชนิด 96 หลมุ (96 wells plate) 

สําหรับใช้หาระดบัแอนติบอดีในซีรัมและคดัเลือกโคลนท่ีผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี โดยนําสาร CPSEM ละลายใน DMF 

เติม  EDC  หลงัจากนัน้คอ่ยๆเติม BSA หรือ OVA ท่ีละลายในบฟัเฟอร์ 0.1 โมลาร์ ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ พีเอช 7.4 กวนเบาๆ ตัง้ท่ี

อณุหภมิูห้อง เป็นเวลา 2 ชัว่โมง นําไป dialysis เป็นเวลา 3 วนั แล้วจึงนําสารละลายท่ีได้ไปหาปริมาณโปรตีนด้วยวิธีการ BCA 

Protein Assay Kit และหาเปอร์เซนต์ของการเช่ือมติดสาร CPSEM-BSA และ CPSEM-OVA ด้วยวิธี TNBS  

 

 



2.3 การกระตุ้นภมูิคุ้มกันของหนูทดลองให้สร้างแอนตบิอดีต่อสาร SEM และ NPSEM 

2.3.1 การฉีดกระตุ้นหนทูดลอง 

 ทําการฉีดกระตุ้ นภูมิคุ้ มกันของหนูทดลองสายพันธุ์ BALB/c เพศเมีย อายุ 8 สัปดาห์ ด้วยแอนติเจนท่ี

เตรียมได้จากข้อ 2.1.2 (CPSEM-BSA) ซึ่งการฉีดกระตุ้นครัง้แรก (Immunization) จะใช้แอนติเจนปริมาณ 50 ไมโครกรัม (ต่อ

หน ู1 ตวั) ผสมกบั  Freund’s complete adjuvant (FCA)  โดยฉีดเข้าภายในช่องท้องหน ูและทําการฉีดกระตุ้นซํา้อีก 4-6 ครัง้  

ทุกๆ 2 อาทิตย์ โดยผสมแอนติเจนกับ Freund’s incomplete adjuvant (FICA) จากนัน้ประมาณ 7-10 วนั ทําการเจาะเลือด

หนูจากปลายหางเพ่ือแยกซีรัมมาทดสอบดรูะดบัของแอนติบอดี (antibody titer) ด้วยวิธี Indirect ELISA ถ้าระดบัแอนติบอดี

ยงัอยู่ในระดบัตํ่าก็ฉีดกระตุ้นซํา้ด้วยวิธีการเดิมทุกๆ 2 อาทิตย์ เม่ือระดบัแอนติบอดีสงูมากพอ ทําการฉีดกระตุ้นครัง้สุดท้าย 

ด้วยแอนติเจนท่ีผสมกบันํา้เกลือเข้าช่องท้องในปริมาณ 50 ไมโครกรัมต่อหนทูดลองหนึ่งตวั ก่อนทําการหลอมรวมเซลล์ 3 วนั 

ถดัไป 

 2.3.2 การทดสอบแอนติบอดี โดยวิธี indirect ELISA 

 ทําการเคลือบหลุมของจาน  ELISA ชนิด  96 หลุม  ด้วยแอนติ เจน  CPSEM-OVA ความเข้มข้น  0.5 

ไมโครกรัมตอ่มิลลิลติร หลมุละ 100 ไมโครลิตร บม่ท่ีอณุหภมิู 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ชัว่โมง นํามาล้างด้วย PBS พีเอช 

7.4 ท่ีมี tween 20 ความเข้มข้น 0.05 เปอร์เซนต์ (นํา้หนกัต่อปริมาตร) (PBS-T) จํานวน 3 ครัง้ เติมสารละลายนมพร่องมนัเนย 

(skim milk) ความเข้มข้น 5 เปอร์เซนต์ (นํา้หนกัต่อปริมาตร) ใน PBS หลมุละ 300 ไมโครลติร บม่ท่ีอณุหภมิู 37 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ล้างด้วย PBS-T จํานวน 3 ครัง้ เติมตวัอย่าง (ซีรัมหน ูหรือ อาหารเลีย้งเซลล์) หลมุละ 100 ไมโครลิตร บม่ท่ี

อณุหภมิู 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง ล้างด้วย PBS-T จํานวน 3 ครัง้ เติมแอนติบอดีทตุิยภมิู goat anti mouse IgG 

ท่ีมีเอนไซม์ horseradish peroxidase เช่ือมติดอยู ่(GAM-HRP) หลมุละ 100 ไมโครลติร บม่ท่ีอณุหภมิู 37 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 1 ชั่วโมง ล้างด้วย PBS-T จํานวน 3 ครัง้ เติมสารละลายสับสเตรตของเอนไซม์ HRP ซึ่งประกอบด้วย 3,3’,5,5’-

Tetramethylbenzidine (TMB) และ H2O2 ละลายอยู่ใน 205 มิลลิโมลาร์ potassium citrate buffer ,พีเอช 4.0 หลุมละ 100 

ไมโครลิตร บม่ในท่ีมืด อณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 15 นาที เติม 1 โมลาร์ H2SO4 หลมุละ 100 ไมโครลติร เพ่ือหยดุปฏิกิริยาเอนไซม์ 

แล้วนําจานทดสอบชนิด 96 หลมุ ไปวดัค่าดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร 

2.3.3  การทดสอบความจําเพาะของแอนติบอดีต่อ  SEM และ NPSEM ในซี รัม  โดยวิ ธี  Indirect 

competitive ELISA  

   นําซีรัมหนูมาทดสอบดูว่าหนูมีแอนติบอดีต่อสาร NPSEM หรือไม่ ถ้าหนูมีแอนติบอดีต่อ SEM และ 

NPSEM แอนติบอดีท่ีอยู่ในซีรัมจะจบักบั SEM และ NPSEM ท่ีอยู่ในรูปอิสระ ทําให้ค่าดดูกลืนแสงลดลงเม่ือเทียบกบัซีรัมท่ีไม่



มี SEM และ NPSEM โดยเตรียมสาร SEM  NPSEM และ BSA ท่ีความเข้มข้นระดับต่างๆ นําแต่ละความเข้มข้นมาผสมกับ

ซีรัมหนท่ีูเจือจางใน PBS โดยผสมกนัในอตัราสว่น 1:1 (ปริมาตรตอ่ปริมาตร) แล้วทําการทดสอบด้วยวิธี Indirect ELISA  

2.4 การเตรียมเซลล์โมโนโคลนอลแอนตบิอดีที่จาํเพาะต่อสาร SEM และ NPSEM 

2.4.1 การหลอมรวมเซลล์ (cell fusion หรือ hybridization) 

  โดยนําเซลล์ม้ามของหนูท่ีถูกกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันด้วยแอนติเจน CPSEM-BSA และสร้างแอนติบอดีท่ี

ต้องการ และเซลล์มยัอีโลมา ในอตัราสว่น 1:2 โดยท่ีเซลล์ทัง้สองจะถกูนํามาเลีย้งให้อยู่ในระยะท่ีกําลงัจะแบง่ตวั มารวมกนัใน

หลอดฝาเกลียว ขนาด 50 แล้วคอ่ยๆ หยด 50 เปอร์เซนต์ พอลเิอทิลีนไกลคอล (นํา้หนกัต่อปริมาตร) ปริมาณ 1 มิลลิลิตร ลงไป

ในตะกอนเซลล์พร้อมกับหมุนหลอดช้าๆ จากนัน้เติมอาหารเลีย้งเซลล์ RPMI 1640 ท่ีมี 10 เปอร์เซนต์ FCS เพ่ือล้าง 50 

เปอร์เซนต์ PEG ออกให้หมด ก่อนนําไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 1000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที เพ่ือแยกตะกอนเซลล์ออก โดย

การเทส่วนใสทิง้ ทําเช่นนี ้2 ครัง้ และเติมอาหารเลีย้งเซลล์ HAT ท่ีมี 20 เปอร์เซนต์ FCS ก่อนนําเซลล์ไปหยอดในจานเลีย้ง

เซลล์ชนิด 96 หลมุ จากนัน้นําไปเลีย้งในตู้บม่อณุหภมิู 37 องศาเซลเซียส ท่ีมี 5 เปอร์เซนต์ CO2  

  2.4.2 การเลีย้งและการคดัเลือกเซลล์ไฮบริโดมาหลงัการหลอมรวมเซลล์ 

  ภายหลงัการหลอมรวมเซลล์แล้วเติมอาหารเลีย้งเซลล์ HAT ท่ีมี 20 เปอร์เซนต์ FCS ทุก 3-4 วนั และเม่ือ

ผ่านไปแล้ว 6-7 วนั สงัเกตเซลล์ไฮบริโดมาในแต่ละหลมุโดยใช้กล้องจุลทรรศน์ชนิดหวักลบั (inverted microscope) จะเห็น

โคลนของเซลล์ไฮบริโดมามีลกัษณะกลมวาวและโปร่งแสงขึน้เป็นกลุ่ม เม่ือเติมอาหารเลีย้งเซลล์เต็มหลุมแล้วจะต้องเปลี่ยน

อาหารในหลมุโดยจะให้อาหารเลีย้งเซลล์ HAT ท่ีมี 20 เปอร์เซนต์ FCS ประมาณ  3 สปัดาห์ จากนัน้จึงเปล่ียนเป็นอาหารเลีย้ง

เซลล์ HT ท่ีมี 20 เปอร์เซนต์ FCS โดยจะสงัเกตการเปล่ียนแปลงของสีอาหารเลีย้งเซลล์ถ้ามีสีเหลืองไห้ดดูอาหารเลีย้งเซลล์เก่า

ทิง้แล้วเติมอาหารใหม่ลงไป เม่ือพบว่าเซลล์ไฮบริโดมาเจริญได้ประมาณ 2/3 ของพืน้ท่ีก้นหลุมให้นําอาหารเลีย้งเซลล์มา

ตรวจหาแอนติบอดีโดยวิธี Indirect ELISA   

  2.4.3 การตรวจหาเซลล์ไฮบริโดมาท่ีผลิตแอนติบอดีตอ่ NPSEM ในรูปอสิระ โดยวิธี indirect competitive  

          ELISA 

นําแอนติบอดีในอาหารเลีย้งเซลล์ไฮบริโดมาซึง่ให้ผลบวก โดยวิธี indirect ELISA (ตามข้อ 2.3.2) มา 

ทดสอบการจับกับ NPSEM ในรูปอิสระ ด้วยวิธี indirect competitive ELISA โดยทําการเคลือบจานทดสอบ 96 หลุม ด้วย

แอนติเจน CPSEM-OVA ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มท่ีอุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส ทิง้ไว้ข้ามคืน ล้างจานทดสอบ จํานวน 3 ครัง้ ด้วย PBS ท่ีเติม tween 20 ความเข้มข้น 0.01 เปอร์เซนต์ เติม



สารละลาย NPSEM ความเข้มข้น 20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร พร้อมกับอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีทําการ

ทดสอบ ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เปรียบเทียบกบัหลมุท่ีเติม PBS และอาหารเลีย้งเซลล์ บ่มท่ีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 2 ชั่วโมง ทําการล้างจานทดสอบ จากนัน้เติม goat anti mouse igG-HRP ท่ีการเจือจาง 1:10,000 ปริมาตร 100 

ไมโครลิตรต่อหลมุ บ่มท่ีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ล้างจานหลมุทดสอบ เติมสารละลายสบัเสตรท TMB 

ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มท่ีอุณหภูมิห้องในท่ีมืด เป็นเวลา 15 นาที หยุดปฏิกิริยาด้วย 1 โมลาร์ H2SO4 ปริมาตร 

100 ไมโครลิตรต่อหลมุ วดัค่าการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร คดัเลือกเซลล์ไฮบริโดมาท่ีผลิตแอนติบอดีต่อ 

CPSEM ในรูปอิสระ โดยหลมุท่ีเติม CPSEM จะให้ค่าการดดูกลืนแสงท่ีตํ่ากว่าหลมุท่ีเติม PBS จากนัน้นําเซลล์ไฮบริโดมาท่ีได้

ย้ายลงในจานเลีย้งเซลล์ ชนิด 24 หลมุ และทําการแยกเซลล์ไฮบริโดมาให้ได้เซลล์เด่ียว โดยวิธี limiting dilution ในจานเลีย้ง

เซลล์ 96 หลมุ เม่ือเซลล์มีการเจริญและผลิตแอนติบอดี ทําการทดสอบซํา้ว่าเซลล์ไฮบริโดมายงัคงผลิตแอนติบอดีต่อ NPSEM 

และเก็บเซลล์ท่ีเลีย้งในจานเลีย้งเซลล์ 24 หลมุ แชแ่ข็งไว้ท่ีอณุหภมิู -70 องศาเซลเซียส 

2.4.4 การแยกเซลล์ไฮบริโดมาให้ได้เซลล์เด่ียว (single cell cloning) โดยการทําให้เจือจางด้วยวิธี limiting    

          dilution 

  หลงัจากท่ีคัดเลือกจนได้เซลล์ไฮบริโดมา (hybridoma cell) ท่ีต้องการแล้วเพ่ือให้มั่นใจว่าเซลล์ท่ีแบ่งตัว

เพ่ิมขึน้แต่ละเซลล์มีต้นกําเนิดจากเซลล์เดียว ซึง่วิธี limiting dilution ทําได้โดยนําเซลล์ไฮบริโดมาจากหลมุท่ีได้ตรวจสอบแล้ว

ว่าผลิตแอนติบอดีต่อ NPSEM มาเจือจางในอาหารเลีย้งเซลล์ RPMI 1640 ท่ีมี 20 เปอร์เซนต์ FCS โดยปรับความเจือจางของ

เซลล์ไฮบริโดมาให้เท่ากบั 40 เซลล์ตอ่มิลลิลติร ก่อนนํามาเจือจางแบบ 2 เทา่ จนได้ความเจือจางของเซลล์ไฮบริโดมาเทา่กบั 5 

เซลล์ต่อมิลลิลิตร จากนัน้นําเซลล์ไฮบริโดมาในแต่ละความเจือจางไปหยอดลงในจานชนิด 96 หลมุจํานวนความเจือจางละ 2 

แถว (24 หลุม) จะได้เซลล์ไฮบริโดมาปริมาณ 8 เซลล์ 4 เซลล์ 2 เซลล์ และ 1 เซลล์ ต่อหลุม ตามลําดับ นําไปเลีย้งในตู้บ่ม

อณุหภมิู 37 องศาเซลเซียส บรรยากาศ CO2 5 เปอร์เซนต์ ประมาณ 14 วนั ก่อนตรวจดูด้วยกล้องจลุทรรศน์แบบหวักลบัโดย

ทําเคร่ืองหมายหลมุท่ีมี 1 เซลล์ เม่ือเซลล์เจริญได้ 2/3 ของพืน้ท่ีก้นหลมุ จงึนําอาหารเลีย้งเซลล์จากหลมุท่ีได้ทําเคร่ืองหมายไว้

แล้วไปตรวจหาแอนติบอดีอีกครัง้ด้วยวิธี indirect  ELISA ก่อนนําเซลล์จากหลมุท่ีให้ผลบวกมาทําการโคลนเซลล์ซํา้อีกเป็นครัง้

ท่ี 2 และ 3 เพ่ือให้แน่ใจวา่เซลล์ท่ีได้มาจากเซลล์ไฮบริโดมาท่ีมาจากต้นกําเนิดจากเซลล์ลกูผสมเร่ิมต้นเซลล์เพียงเซลล์เดียว 

2.5 การศึกษาลักษณะเบือ้งต้นของโมโนโคลนอลแอนตบิอดี 

  2.5.1 การหาความเข้มข้นของแอนติเจนและแอนติบอดีท่ีเหมาะสม โดยวิธี indirect ELISA 

  เน่ืองจากโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลติได้จากเซลล์ไฮบริโดมาท่ีเลีย้งในขวดเลีย้งเซลล์มีความเข้มข้นมาก

เม่ือนําไปใช้ทดสอบด้วยวิธี ELISA จะทําให้มีสญัญาณรบกวนสง่ผลให้เกิดผลบวกเท็จได้ และยงัเป็นการสิน้เปลืองแอนติเจน



และแอนติบอดีด้วย  จึงต้องหาความเข้มข้นและความเจือจางท่ีเหมาะสมทัง้ของแอนติเจนและแอนติบอดี ท่ีให้ค่าการดดูกลืน

แสงท่ี 450 นาโนเมตร ประมาณ 1.0 เพ่ือนําความเข้มข้นและความเจือจางท่ีได้นีไ้ปใช้สําหรับการทดสอบคณุสมบติัต่างๆ ของ

โมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อไป ซึ่งจะทําการเคลือบจานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลุมด้วย แอนติเจน CPSEM-OVA ความ

เข้มข้นต่างๆ และเจือจางโมโนโคลนอลแอนติบอดีด้วย PBS แล้วทําการทดสอบด้วยวิธี Indirect ELISA  

2.5.2 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดี ด้วยวิธี Indirect competitive ELISA  

  การทดสอบความไว (sensitivity) ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อสารเมแทบอไลต์ SEM ,NPSEM  และ

ทดสอบปฏิกิริยาข้ามกับสารในและนอกกลุ่มไนโตรฟูแรนเพ่ือทดสอบดูว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีได้ มีความจําเพาะและ

ความไวต่อสาร  SEM ,NPSEM ปริมาณเท่าได และเกิดปฏิกิริยาข้ามกับสารในและนอกกลุ่มไนโตรฟูแรนชนิดอ่ืนหรือไม่ จึง

ทดสอบด้วยวิธี Indirect competitive ELISA ถ้าโมโนโคลนอลแอนติบอดีมีความจําเพาะต่อสารดงักล่าว ก็จะทําปฏิกิริยากับ

สารดังกล่าวท่ีอยู่ในรูปอิสระ ทําให้ค่าดูดกลืนแสงลดลงเม่ือเทียบกับโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีไม่ได้นําสารดงักล่าวมาทํา

ปฏิกิริยา ทดสอบด้วยวิธี Indirect ELISA  โดยจะคิดเป็นค่า inhibition concentration (IC50) และ limit of detection (LOD) 

ซึ่งค่า  IC50  คือ  ค่าความเข้มข้นของสารท่ีทําให้ค่าดูดกลืนแสงในการทํา competitive  indirect  ELISA ลดลงคร่ึงหนึ่ง เม่ือ

เทียบกบัท่ีไม่มีสารแขง่ขนั และคา่ LOD คือ คา่ความเข้มข้นของสารท่ีน้อยท่ีสดุท่ีสามารถตรวจวดัได้ 

  2.5.3 การตรวจสอบไอโซไทป์ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

  จะทําการตรวจหาไอโซไทป์ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี โดยใช้ชุดทดสอบไอโซไทป์ (isotyping kit) ของ

บริษัท Sigma-Aldrich โดยนํา Isotyping specific antibody ชนิด IgG1 ,IgG2a ,IgG2b ,IgG3 ,IgA และ IgM มาทําการเจือจาง

ใน PBS นําไปเติมในจานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลมุ หลมุละ 100 ไมโครลิตร บ่มท่ีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 

ชัว่โมง นํามาล้างด้วย PBS (พีเอช 7.4) ท่ีมี 0.05 เปอร์เซนต์ Tween 20 (PBS-T) จํานวน 3 ครัง้ เติมนํา้เลีย้งเซลล์โมโนโคลนอล

แอนติบอดีจากโคลนต่างๆ ท่ีต้องการตรวจสอบ บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนัน้ล้างส่วนท่ีไม่จบัออก เติม

แอนติบอดีทุติยภูมิ ท่ี จําเพาะต่อ mouse IgG ท่ี มี  HRP เช่ือมอยู่ ซึ่งจําเพาะต่อ Fab (HRP-Rabbit anti-mouse IgG [Fab 

specific]) แล้วนําไปบม่ท่ีอณุหภมิูห้อง เป็นเวลา 30 นาที จากนัน้นํามาล้างด้วย PBS-T จํานวน 3 ครัง้ เติมสารละลายสบั 

สเตรทของเอนไซม์ บ่มอณุหภมิูห้องในท่ีมืด เป็นเวลา 10-15 นาที หยดุปฏิกิริยาเอนไซม์ จากนัน้นําไปวดัค่าการดดูกลืนแสงท่ี

ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร  

 

 



2.6 การเตรียมแอนตบิอดีและทาํให้บริสุทธ์ิ  

  2.6.1 การเลีย้งเซลล์และการเพ่ิมจํานวนเซลล์ในภาชนะเลีย้งเซลล์ 

 นําเซลล์ไฮบริโดมาโคลนท่ีผลิตแอนติบอดีท่ีมีความจําเพาะต่อ SEM และ NPSEM มาเลีย้งเพิ่มจํานวนใน

อาหารเลีย้งเซลล์ RPMI 1640 ท่ีมี FCS 10 เปอร์เซนต์ โดยปริมาตร ในขวดเลีย้งเซลล์ปริมาตร 10 มิลลิลติร เลีย้งท่ีอณุหภมิู 37 

องศาเซลเซียส ในตู้ เพาะเลีย้งเซลล์ควบคุมระดบัคาร์บอนไดออกไซด์ท่ี 5 เปอร์เซนต์ เป็นเวลา 2 วนั จากนัน้ถ่ายลงภาชนะ

ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เลีย้งท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส ในตู้ เพาะเลีย้งเซลล์ควบคมุระดบัคาร์บอนไดออกไซด์ท่ี 5 เปอร์เซนต์ 

เป็นเวลา 2 วัน แล้วทําการย้ายเซลล์ลงขวดเลีย้งเซลล์ท่ีมีการป่ันกวนขนาด 1 ลิตร ปริมาตร 600 มิลลิลิตร ป่ันกวนด้วย

ความเร็ว 20 รอบต่อนาที เลีย้งท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในตู้ เพาะเลีย้งเซลล์ควบคุมระดับคาร์บอนไดออกไซด์ท่ี 5 

เปอร์เซนต์ เลีย้งเซลล์เป็นเวลา 7-10 วนั จนกระทัง่ได้ปริมาณแอนติบอดีมากพอ จากนัน้จึงแบ่งใส่หลอดนําไปป่ันเหวี่ยงให้

เซลล์ตกตะกอนท่ีความเร็ว 1500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที แล้วแยกส่วนของเซลล์ท่ีตกตะกอนทิง้ไป เก็บส่วนของอาหาร

เลีย้งเซลล์ซึง่มีแอนติบอดีไว้ เพ่ือนําแอนติบอดีท่ีได้ไปทําให้บริสทุธ์ิตอ่ไป 

2.6.2 การทําแอนติบอดีให้บริสทุธ์ิโดยวิธี protein A หรือ protein G affinity chromatography  

        นําโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีมีความจําเพาะต่อ SEM และ NPSEM โดยจะใช้ protein A หรือ protein G 

sepharose ขึน้อยู่กบัไอโซไทป์ของแอนติบอดีท่ีได้  โดยนําโปรตีน A หรือ G sepharose แช่ใน PBS ท่ีอณุหภมิูห้อง แล้วนําไป

ใส่คอลมัน์ ปรับคอลมัน์ให้อยู่ในสภาพสมดลุโดยเติม 0.1 โมลาร์ phosphate buffer, พีเอช 8 ปริมาตร  5 เท่าของคอลมัน์ นํา

อาหารเลีย้งเซลล์ท่ีได้เติมลงในคอลัมน์โดยให้มีอัตราการไหลเท่ากับ 1 มิลลิลิตรต่อนาที ล้างคอลัมน์ด้วย 0.1 โมลาร์ 

phosphate buffer, พีเอช 8.0 ปริมาตร  5 เท่าของคอลมัน์  จากนัน้จึงชะแอนติบอดีออกโดยใช้ 0.1 โมลาร์ citrate buffer, พี

เอช 3.0 ปริมาตร 3 เทา่ของคอลมัน์ ให้มีอตัราการไหลเท่ากบั 1 มิลลลิิตรตอ่นาที พร้อมกบัเก็บสารละลายท่ีออกจากคอลมัน์ใส่

หลอดทดลอง หลอดละ 1 มิลลิลิตร และปรับ พีเอช สารละลายในหลอดทดลองให้เป็น 7.4 โดยใช้ 1 โมลาร์ Tris buffer ,พีเอช 

9.0 ปรับคอลมัน์ให้อยู่ในสภาพสมดลุโดยเติม 0.1 โมลาร์ phosphate buffer ,พีเอช 8.0 ปริมาตร  5 เท่าของคอลมัน์ หลงัจาก

นัน้นําสารละลายในหลอดทดลองแต่ละหลอดไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร ด้วยเคร่ืองสเปกโตร

โฟโตมิเตอร์ แล้วเก็บสารละลายในหลอดท่ีให้ค่าการดูดกลืนแสงสูงมารวมกันนําไปไดแอไลซ์ด้วย PBS ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียสโดยเปลี่ยน PBS 5 ครัง้ ทกุ ๆ 6 ชัว่โมง  

         2.6.3 การทดสอบความจําเพาะของแอนติบอดีหลงัการทําให้บริสทุธ์ิตอ่ SEM และ NPSEM ในรูปอสิระ 

  หลังจากทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีให้บริสุทธ์ิ ได้ทําการทดสอบว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีได้ยังมี

ความสามารถในการจบักบั SEM และ NPSEM ในรูปอิสระอยู่หรือไม่ โดยวิธี indirect competitive ELISA ซึง่มีวิธีการทดสอบ



คือ เคลือบพืน้ผิวของจาน 96 หลุม ด้วย CPSEM ท่ีเช่ือมต่อกับ OVA หลุมละ 100 ไมโครลิตร แล้วบ่มท่ีอุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 12-16 ชั่วโมง นําแต่ละหลุมมาล้างด้วย PBST 3 ครัง้ เติมสารละลาย BSA 1 เปอร์เซนต์ หลุมละ 300 

ไมโครลิตร บม่ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ล้างหลมุด้วย PBST 3 ครัง้ เติม SEM และ NPSEM ในรูปอิสระ

ท่ีความเข้มข้นต่างๆ ลงไป 50 ไมโครลิตร และแอนติบอดี หลมุละ 50 ไมโครลิตร นําไปบ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส นาน 2 ชัว่โมง 

ล้างแต่ละหลุมด้วย PBST 3 ครัง้ เติมแอนติบอดีทุติยภูมิท่ีจําเพาะต่อแอนติบอดีของหนู เช่ือมอยู่กับ HRP (HRP-labelled 

goat anti-mouse IgG) ท่ีเจือจาง 1:5,000 ใน PBS หลุมละ 100 ไมโครลิตร แล้วบ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส 1 ชัว่โมง ล้างหลุม

ด้วย PBST 3 ครัง้ เติมสารละลายสับสเตรต  ของเอนไซม์  ประกอบด้วย  TMB และ H2O2 ละลายใน  205 มิลลิโมลาร์ 

potassium citrate buffer ,พีเอช 4.0 หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มในท่ีมืด อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 15 นาที เติม 1 โมลาร์ 

H2SO4 หลุมละ 100 ไมโครลิตร เพ่ือหยุดปฏิกิริยาเอนไซม์ แล้วนําไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร 

ด้วยเคร่ือง ELISA microplate reader 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3. ผลการวจิยั (Results) 

3.1 การเตรียมแอนตเิจนสาํหรับฉีดกระตุ้นหนูทดลอง (CPSEM-BSA) และแอนตเิจนสาํหรับ 

     เคลือบจาน 96 หลุม (CPSEM-OVA) 

เน่ืองจากสาร SEM ซึง่เป็นสารเมแทบอไลท์ของไนโตรฟรูาโซน โมเลกลุของสารมีขนาดเล็ก ไม่สามารถกระตุ้นระบบ 

ภมิูคุ้มกนัของหนใูห้สร้างแอนติบอดีได้ และไม่สามารถเคลือบหลมุในการทดสอบ ELISA ได้อีกด้วย จงึต้องทําการเช่ือมติดสาร

เข้ากับโปรตีนพาหะ BSA หรือ OVA แต่เน่ืองจากโครงสร้างของ SEM มีโครงสร้างไม่พร้อมจบักบัโปรตีน จึงต้องเปลี่ยน SEM 

ให้อยูใ่นรูปอนพุนัธ์ CPSEM แล้วจงึนํามาเช่ือมต่อกบัโปรตีน BSA หรือ OVA 

  3.1.1 การเปล่ียนแปลงอนพุนัธ์ของสาร SEM ให้เป็น CPSEM 

  จากการนําสาร SEM และสารผลิตภณัฑ์ท่ีได้จากปฏิกิริยามาทดสอบด้วยวิธี thin layer chromatography 

ผลปรากฏดงัแสดงในรูปท่ี 1 จากการดูโครมาโทแกรมภายใต้แสงอลัตราไวโอเลตท่ีความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร พบว่า เห็น

แถบของสาร Pyridine ในช่องท่ี 1 ซึ่งเป็นสารตวักลางช่วยทําให้เกิดปฏิกิริยา ,ช่องท่ี 2 เป็นแถบของ CBA ,ช่องท่ี 4 เป็นแถบ

ของสารผสมก่อน derivertization ,ช่องท่ี 5 และ 6 เป็นแถบของสาร CPSEM หลงัทําปฏิกิริยา ส่วนสาร SEM ในช่องท่ี 3 นัน้ไม่

สามารถมองเห็นได้ ดงันัน้จึงต้องย้อมแผ่น TLC ด้วยสารละลายนินไฮดริน ปรากฏแถบของ SEM ในช่องท่ี 3 ,4 และ 5 เป็น 

SEM ท่ีเหลือบางสว่น สว่นชอ่งท่ี 5 และ 6 เป็นแถบของ CPSEM 

 

 

 

 

 

 

 

 



              ภายใต้แสงอลัตราไวโอเลตท่ีความยาวคลืน่ 254 นาโนเมตร                 ย้อมด้วยสารละลายนินไฮดริน 

     

  

รูปที่ 1 โครมาโทแกรมจากการวิเคราะห์ด้วย TLC ของสารต่างๆในการสังเคราะห์ CPSEM เม่ือดูภายใต้ 

แสงอัลตราไวโอเลตที่ความยาวคล่ืน 254 นาโนเมตร และย้อมด้วยสารละลายนินไฮดริน 

   ช่องท่ี 1 = pyridine    ช่องท่ี 4 = ตวัอยา่งก่อนรีฟลกัซ์ 

  ช่องท่ี 2 = CBA     ช่องท่ี 5 = ตวัอยา่งหลงัรีฟลกัซ์ 

  ช่องท่ี 3 = SEM     ช่องท่ี 6 = ตวัอยา่งหลงัรีฟลกัซ์และทําให้แห้ง 

 

 

 

 

Pyridine 

CBA 

CPSEM 

SEM 

       1        2         3         4         5          6                1        2      3      4         5          6        



3.1.2 การเช่ือมตอ่ CPSEM กบั BSA และ CPSEM กบั OVA 

  จากการเช่ือมต่อ CPSEM กับ  BSA และ CPSEM กับ  OVA ด้วยสาร EDC หลังจากทําปฏิกิ ริยา นํา 

CPSEM-BSA และ CPSEM-OVA มาตรวจวดัปริมาณโปรตีนโดยวิธี BCA เทียบกับโปรตีน BSA มาตรฐาน พบว่า CPSEM-

BSA และ CPSEM-OVA ท่ีเตรียมได้มีปริมาณโปรตีนเทา่กบั 1.63 และ 2.53 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลติร ตามลําดบั จากนัน้ตรวจหา

เปอร์เซนต์การเช่ือมติดของสารกับโปรตีน โดยวิธี TNBS ได้ผลดังแสดงในตารางท่ี 1 พบว่า เม่ือตรวจวดั BSA และ OVA ท่ี

ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มีค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 335 นาโนเมตร เท่ากับ 0.878 และ 0.585 

ตามลําดบั สําหรับ CPSEM-BSA และ CPSEM-OVA มีค่าการดดูกลืนแสง เท่ากบั 0.674 และ 0.543 ตามลําดบั และเม่ือทํา

การคํานวณตามสตูร [(ค่าการดูดกลืนแสงของโปรตีน – ค่าการดูดกลืนแสงของสารติดกับโปรตีน) / ค่าการดูดกลืนแสงของ

โปรตีน] X 100 ซึง่สามารถคิดเป็นคา่เปอร์เซนต์การเช่ือมติดเป็น 23.23 และ 7.18 เปอร์เซนต์ ตามลําดบั  

ตารางที่ 1 ค่าเปอร์เซนต์การเช่ือมตดิระหว่าง CPSEM กับ BSA และ OVA ที่ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

สาร ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 335 นาโนเมตร เปอร์เซนต์การเช่ือมตดิ 

BSA 0.878 - 

OVA 0.585 - 

CPSEM-BSA 0.674 23.23 

CPSEM-OVA 0.543 7.18 

 

3.2 การกระตุ้นภมูิคุ้มกันของหนูทดลองให้สร้างแอนตบิอดี 

     ทําการฉีดกระตุ้ นหนูทดลองสายพันธุ์  BALB/c เพศเมีย อายุ 8 สัปดาห์ ด้วย CPSEM-BSA ปริมาณสาร 50 

ไมโครกรัมต่อครัง้ โดยครัง้แรกผสมแอนติเจนกบั Freund’s complete adjuvant (FCA) ฉีดเข้าภายในช่องท้องหนู และทําการ

ฉีดกระตุ้นซํา้ทกุๆ 2 สปัดาห์ จํานวน 4 – 6 ครัง้ โดยผสมแอนติเจนกบั Freund’s incomplete adjuvant (FICA) หลงัฉีดกระตุ้น 

7 -10 วนั ทําการเจาะเลือดหนแูยกซีรัมมาทดสอบระดบัแอนติบอดี (antibody titer) ด้วยวิธี indirect ELISA โดยเคลือบหลุม

ด้วย CPSEM-OVA และเจือจางซีรัมหนดู้วย 1 เปอร์เซนต์ BSA/PBS โดยเจือจางท่ีความเข้มข้น 1:500 ถึง 1:256,000 เทา่ จาก

การฉีดกระตุ้นหนจํูานวน 3 ตวั และทดสอบหาปริมาณแอนติบอดีในซีรัมหน ูได้ผลดงัตารางท่ี 2 ซีรัมหนทูัง้ 3 ตวัท่ีเจือจางด้วย 

1 เปอร์เซนต์ BSA/PBS ไม่ทําปฏิกิริยากบัหลมุท่ีเคลือบด้วย  BSA และ OVA แตจ่ะทําปฏิกิริยากบัหลมุท่ีเคลือบด้วย CPSEM-



OVA ในระดบัสงู ให้ค่าการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร สงูสดุในการทําปฏิกิริยาเท่ากบั 1.9 หนตูวัท่ี 1 และ 2 

ให้ระดบัแอนติบอดีสงูกวา่ 1:256,000 สําหรับหนตูวัท่ี 3 ให้ระดบัไตเตอร์ อยู่ท่ี 1:128,000 ดงัแสดงในกราฟรูปท่ี 2 หนทูัง้ 3 ตวั 

มีระดบัแอนติบอดีท่ีสงู 

ตารางที่ 2 แสดงค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร จากการทดสอบระดับแอนตบิอดีในซีรัมหนู  

   โดยวธีิ indirect ELISA 

เจอืจาง 

ซีรัมหนู 

 ( X 103 เท่า) 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร 

CPSEM-OVA  

(0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

BSA  

(0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

OVA 

(0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

หนู 1 หนู 2 หนู 3 NMS หนู 1 หนู 2 หนู 3 NMS หนู 1 หนู 2 หนู 3 NMS 

0.5 1.94 1.91 1.88 0.17 0.38 0.27 0.24 0.16 0.35 0.38 0.29 0.22 

1 1.91 1.91 1.86 0.13 0.23 0.20 0.16 0.12 0.25 0.30 0.21 0.17 

2 1.89 1.89 1.80 0.10 0.16 0.14 0.12 0.10 0.18 0.20 0.15 0.13 

4 1.87 1.90 1.65 0.09 0.12 0.11 0.10 0.08 0.15 0.14 0.12 0.10 

8 1.78 1.86 1.35 0.09 0.11 0.08 0.08 0.08 0.12 0.12 0.12 0.11 

16 1.68 1.85 0.96 0.09 0.09 0.07 0.07 0.09 0.13 0.11 0.10 0.10 

32 1.44 1.76 0.61 0.08 0.09 0.07 0.07 0.09 0.14 0.11 0.10 0.10 

64 1.09 1.66 0.37 0.08 0.09 0.06 0.07 0.09 0.13 0.09 0.10 0.10 

128 0.76 1.33 0.22 0.07 0.10 0.07 0.08 0.10 0.13 0.09 0.09 0.10 

256 0.52 0.91 0.15 0.09 0.11 0.08 0.08 0.09 0.15 0.10 0.09 0.12 

1%BSA 0.17 0.10 0.10 0.09 0.14 0.12 0.12 0.10 0.17 0.14 0.13 0.10 

PBS 0.08 0.07 0.07 0.09 0.08 0.07 0.07 0.07 0.10 0.09 0.10 0.08 

 

NMS = ซีรัมหนูปกต ิ



 

 

 

รูปที่ 2 กราฟแสดงระดับแอนตบิอดีของหนูทดลอง 3 ตัว ที่ได้รับการกระตุ้นด้วย CPSEM-BSA โดยวธีิ indirect 

             ELISA เคลือบหลุมด้วย CPSEM-OVA 

 

จากนัน้ทําการทดสอบความสามารถของแอนติบอดีในการจับกับ SEM ,CPSEM และ NPSEM ในรูปอิสระ โดยวิธี 

indirect competitive ELISA โดยเคลือบหลุมด้วย  CPSEM-OVA เจือจางซีรัมหนูตัวท่ี  1 ,2 และ  3  ด้วย  1 เปอร์เซนต์ 

BSA/PBS ท่ีความเข้มข้น 1:32,000 ,1:64,000 และ 1:4,000 เท่า ตามลําดบั ทําปฏิกิริยากับ SEM ,CPSEM และ NPSEM ใน

รูปอิสระท่ีความเข้มข้น เท่ากบั 0 – 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ผลการทดสอบดงัแสดงในตารางท่ี 3 แอนติบอดีในซีรัมหนทูัง้ 3 

ตวั สามารถจบักับ NPSEM ได้ มีค่า IC50 เท่ากบั 1.5 ,5.7 และ 20.6 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลําดบั และสามารถจบักับ 

SEM และ CPSEM ท่ีความเข้มข้น 50 ไมโครกรัมตอ่มิลลลิิตร ได้ประมาณ 30 – 50 เปอร์เซนต์ ค่า IC50 มากกว่า 50 ไมโครกรัม

ตอ่มิลลิลติร ดงัแสดงในตารางท่ี 4 แอนติบอดีในซีรัมหนทูัง้ 3 ตวั สามารถจบักบั NPSEM ได้ดีกวา่ SEM และ CPSEM 

 



ตารางที่ 3 แสดงค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร จากการทดสอบความสามารถของแอนตบิอดี 

   ในซีรัมหนูในการจับกับ SEM ,CPSEM และ NPSEM ในรูปอิสระ โดยวิธี indirect competitive ELISA 

 

ความเข้มข้น

ของสาร 

(ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร 

ตัวที่ 1 ตัวที่ 2 ตัวที่ 3 

SEM CPSEM NPSEM SEM CPSEM NPSEM SEM CPSEM NPSEM 

0 1.48 1.49 1.49 1.40 1.39 1.47 1.18 1.44 1.38 

0.003 1.48 1.50 1.48 1.43 1.42 1.37 1.47 1.43 1.44 

0.006 1.44 1.48 1.47 1.41 1.42 1.46 0.99 1.51 1.48 

0.012 1.44 1.46 1.43 1.43 1.44 1.46 1.40 1.51 1.49 

0.024 1.45 1.44 1.32 1.42 1.41 1.42 1.41 1.49 1.46 

0.049 1.43 1.47 1.29 1.34 1.44 1.38 1.41 1.35 1.41 

0.098 1.44 1.45 1.23 1.38 1.42 1.35 1.42 1.44 1.35 

0.196 1.45 1.36 1.16 1.36 1.46 1.29 1.37 1.44 1.31 

0.391 1.44 1.48 1.04 1.41 1.46 1.24 1.45 1.46 1.29 

0.781 1.49 1.47 0.87 1.38 1.36 1.10 1.44 1.46 1.29 

1.563 1.49 1.46 0.61 1.36 1.40 1.06 1.40 1.43 1.25 

3.125 1.44 1.45 0.43 1.35 1.39 0.89 1.33 1.34 1.13 

6.25 1.37 1.39 0.25 1.23 1.26 0.62 1.30 1.32 0.96 

12.5 1.34 1.32 0.16 1.14 1.23 0.40 1.12 1.20 0.73 

25 1.26 1.20 0.13 1.07 1.03 0.25 0.92 0.94 0.49 

50 1.03 1.03 0.11 0.84 0.92 0.16 0.65 0.69 0.32 



ตารางที่ 4 แสดงค่า IC50 จากการทดสอบความไวในการจับกับสาร SEM ,CPSEM และ NPSEM ในรูปอิสระ 

ซีรัมหนูตัวที่ IC50 (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

SEM CPSEM NPSEM 

1 > 50 > 50 1.5 

2 > 50 > 50 5.7 

3 > 50 > 50 20.6 

 

3.3 การหลอมรวมเซลล์และคัดเลือกเซลล์ไฮบริโดมาที่ผลิตแอนตบิอดีต่อ NPSEM 

จากการหลอมรวมเซลล์ Myeloma NSI กบั B-Cell จากม้ามหน ูทัง้ 3 ครัง้ ได้เซลล์ไฮบริโดมามากกวา่ 90 เปอร์เซนต์ 

แต่ในการหลอมรวมเซลล์หนูตัวท่ี 1 เม่ือทําการคัดเลือก ได้เซลล์ไฮบริโดมาท่ีผลิตแอนติบอดี 4 หลุม แต่ไม่จับกับ NPSEM 

สําหรับการหลอมรวมเซลล์หนูตวัท่ี 2 และหนูตวัท่ี 3 ทําการคดัเลือกเซลล์ท่ีผลิตแอนติบอดี โดยวิธี indirect ELISA จากการ

ทดสอบเซลล์ไฮบริโดมาทัง้หมด 2,304 หลมุ ได้เซลล์ไฮบริโดมาท่ีผลิตแอนติบอดี จํานวน 480 หลมุ และเม่ือนําไปทดสอบหา

เซลล์ท่ีผลิตแอนติบอดีท่ีจบักบั NPSEM ในรูปอิสระ โดยวิธี indirect competitive ELISA ได้เซลล์ไฮบริมาท่ีผลิตแอนติบอดีจบั

กบั NPSEM ท่ีความเข้มข้น 5 ไมโครกรัมตอ่มิลลลิติร จํานวน 61 หลมุ ดงัตารางท่ี 5 และเซลล์ยงัคงผลติแอนติบอดีแตไ่ม่จบักบั

สาร NPSEM จํานวน 16 หลมุ ส่วนเซลล์อีก 403 หลมุ ไม่ผลิตแอนติบอดี นําเซลล์ไฮบริโดมาท่ีผลิตแอนติบอดีต่อ NPSEM ทัง้ 

61 หลมุไปทําให้เป็นโคลนเด่ียว 

 

 

 

 

 

 



ตารางที่ 5 การคัดเลือกเซลล์ไฮบริโดมาที่ผลิตแอนตบิอดีที่มีความสามารถในการจับกับสาร NPSEM ในรูปอิสระ  

   โดยวธีิ indirect competitive ELISA 

 

 

หลุม 

ค่าการดูดกลืน

แสงที่ความยาว

คล่ืน 450 นาโน

เมตร 

 

 

หลุม 

ค่าการดูดกลืน

แสงที่ความยาว

คล่ืน 450 นาโน

เมตร 

 

 

หลุม 

ค่าการดูดกลืน

แสงที่ความยาว

คลื่น 450 นาโน

เมตร 

 

 

หลุม 

ค่าการดูดกลืนแสง

ที่ความยาวคล่ืน 

450 นาโนเมตร 

PBS NPSEM PBS NPSEM PBS NPSEM PBS NPSEM 

4/5A 0.61 0.13 11/10G 1.23 0.15 12/1A 0.89 0.12    

1/4A 0.82 0.12 1/6H 0.64 0.16 1/10B 0.76 0.16 2/8F 0.79 0.11 

2/11B 0.93 0.23 2/11F 0.51 0.07 3/3A 0.73 0.13 3/3F 0.53 0.08 

3/5A 0.53 0.07 3/9H 0.53 0.08 4/3A 0.88 0.21 4/10B 0.60 0.09 

7/1A 0.78 0.12 7/2A 0.71 0.10 7/2B 0.66 0.09 7/3C 1.08 0.15 

7/5C 0.75 0.12 7/6A 0.97 0.15 7/6C 0.71 0.13 7/7A 0.63 0.09 

7/7D 0.68 0.13 7/8A 1.39 0.32 7/8B 0.69 0.14 7/9B 1.32 0.17 

7/9C 0.73 0.12 7/10B 0.79 0.11 7/10C 0.85 0.18 7/11A 0.70 0.11 

7/11C 0.60 0.17 7/11D 0.86 0.14 7/12C 0.53 0.11 7/12D 0.52 0.12 

8/3D 1.10 0.19 10/4D 0.61 0.15 10/5C 0.61 0.14 10/6C 0.93 0.10 

10/7H 1.05 0.25 10/8H 0.61 0.11 10/10B 1.04 0.18 10/10F 0.56 0.08 

10/10H 0.93 0.12 10/11H 0.96 0.10 11/1D 0.60 0.12 11/1E 0.54 0.08 

11/1G 0.60 0.16 11/3H 0.81 0.11 11/5H 0.80 0.11 11/6H 0.63 0.12 

11/7H 1.24 0.32 11/8G 0.81 0.14 11/9G 1.06 0.21 11/10E 1.08 0.15 

11/10F 0.79 0.35 11/10G 0.66 0.15 11/10H 0.73 0.12 11/11H 0.88 0.14 

11/12H 0.66 0.16 12/2B 0.87 0.14       



จากนัน้นําเซลล์ไฮบริโดมาท่ีผลิตแอนติบอดีและจับกับ NPSEM ในรูปอิสระ มาทํา Subclone โดยวิธี Limiting 

dilution จํานวน 3 ครัง้ และทําการคดัเลือกโคลนท่ียงัคงผลิตแอนติบอดี และจบัได้กบั NPSEM ในรูปอิสระไว้จํานวน 40 โคลน 

จากเซลล์หลุมต้น 3 หลุม คือ 11/10G ,12/1A และ 4/5A ดังแสดงในภาคผนวก ทําการเพิ่มจํานวนเซลล์ท่ีได้ เก็บแช่แข็งใน

ไนโตรเจนเหลว และเก็บอาหารเลีย้งเซลล์ไว้ทําการทดสอบคณุสมบตัิตอ่ไป 

 3.4 การศึกษาลักษณะเบือ้งต้นของโมโนโคลนอลแอนตบิอดี 

 เม่ือทําการเก็บเซลล์ไฮบริโดมาทัง้ 40 โคลน แช่แข็งในไนโตรเจนเหลว และนําอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีเก็บไว้มาทดสอบ

ความสามารถในการผลิตแอนติบอดีของเซลล์ โดยวิธี indirect ELISA พบว่า เซลล์ไฮบริโดมาบางโคลนหยุดการผลิต

แอนติบอดี ดงัแสดงผลในตารางท่ี 6 โคลนท่ียงัคงผลิตแอนติบอดี จํานวน 27 โคลน ได้แก่ หมายเลข 1 ,2 ,3 ,4 ,5 ,6 ,7 ,8 ,14 

,15 ,16 ,18 ,20 ,21 ,22 ,25 ,26 ,37 ,38 ,39 ,40 ,41 ,42 ,43 ,47 ,48 และ 49 จึงนําโคลนเหล่านีไ้ปทดสอบความเข้มข้นของ

แอนติบอดีท่ีเหมาะสมในการทดสอบคณุสมบตัิอ่ืนๆตอ่ไป 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ตารางที่ 6 แสดงค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร จากการทดสอบแอนตบิอดีในอาหารเลีย้ง 

   เซลล์ที่ได้จากการเก็บแช่แข็งเซลล์ โดยวธีิ indirect ELISA  

โคลนไฮบริโดมา 

หมายเลข 

ค่าการดูดกลืนแสง

ที่ความยาวคล่ืน 

450 นาโนเมตร 

โคลนไฮบริโดมา 

หมายเลข 

ค่าการดูดกลืนแสง

ที่ความยาวคล่ืน 

450 นาโนเมตร 

โคลนไฮบริโดมา 

หมายเลข 

ค่าการดูดกลืนแสง

ที่ความยาวคล่ืน 

450 นาโนเมตร 

1 1.36 2 1.20 3 1.41 

4 1.40 5 1.49 6 1.39 

7 1.42 8 1.53 14 0.87 

15 0.90 16 1.10 17 0.12 

18 1.08 19 0.21 20 1.08 

21 0.90 22 0.74 23 0.19 

24 0.42 25 1.06 26 1.23 

27 0.11 28 0.10 29 0.07 

30 0.14 31 0.12 32 0.51 

33 0.10 35 0.10 36 0.11 

37 1.51 38 1.41 39 1.46 

40 1.45 41 1.52 42 1.53 

43 1.43 47 1.58 48 1.53 

49 1.44     

 

 



  3.4.1 การหาความเข้มข้นแอนติบอดีท่ีเหมาะสมโดยวิธี indirect ELISA 

  เน่ืองจากไฮบริโดมาแต่ละโคลนมีความสามารถในการผลิตแอนติบอดีท่ีแตกต่างกัน และในขัน้ตอนนีไ้ม่

สามารถหาความเข้มข้นแอนติบอดีในอาหารเลีย้งเซลล์ได้อย่างแม่นยํา จึงทําการเจือจางแอนติบอดีในอาหารเลีย้งเซลล์ โดย

นําอาหารเลีย้งเซลล์ทัง้ 24 โคลน มาทําการเจือจาง 2 ,5 ,10 ,20 และ 40 เท่า ตามลําดบั (ด้วยอาหารสําหรับใช้เลีย้งเซลล์) 

เปรียบเทียบกบัอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีไม่ถกูเจือจาง ทําการทดสอบโดยวิธี indirect ELISA เลือกค่าการเจือจางมากท่ีสดุท่ียงัคงให้

คา่การดดูกลืนแสงใกล้เคียงกบัอาหารท่ีไม่ถกูเจือจาง แสดงวา่แอนติบอดีเจือจางมากท่ีสดุแต่ยงัคงให้ค่าการทําปฏิกิริยาสงูสดุ 

จากผลการทดสอบ พบว่า ค่าการเจือจางท่ีเหมาะสมมีดงันีคื้อ โคลนท่ีไม่เจือจาง ได้แก่ หมายเลข 14 ,15 ,16 ,18 ,20 และ 25 

โคลนท่ีเจือจาง 5 และ 10 เท่า ได้แก่ หมายเลข 26 และ 38 ตามลําดบั โคลนท่ีเจือจาง 40 เทา่ ได้แก่ หมายเลข 1 ,2 ,3 ,4 ,5 ,6 

,7 ,8 ,39 ,40 ,41 ,42 ,43 ,47 ,48 และ 49 ผลการทดสอบดงัแสดงในตารางท่ี 7  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ตารางที่ 7 แสดงค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร จากการหาความเข้มข้นของแอนตบิอดีที่ 

   เหมาะสมในการทาํปฏกิริิยา โดยวิธี indirect ELISA  

โคลนไฮบริโดมา 

หมายเลข 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร / เจือจาง (เท่า) 

ไม่เจือจาง 2 5 10 20 40 

1 1.29 1.40 1.44 1.43 1.37 1.35 

2 1.38 1.39 1.38 1.38 1.37 1.28 

3 1.46 1.44 1.54 1.49 1.43 1.27 

4 1.07 1.49 1.55 1.53 1.56 1.48 

5 1.45 1.62 1.61 1.66 1.56 1.44 

6 1.60 1.69 1.70 1.70 1.65 1.58 

7 1.57 1.60 1.57 1.54 1.45 1.35 

8 1.44 1.57 1.56 1.57 1.48 1.37 

14 1.73 1.45 0.83 0.56 0.12 0.11 

15 1.74 1.32 0.65 0.32 0.13 0.12 

16 1.82 1.51 0.76 0.45 0.22 0.10 

18 1.23 0.94 0.41 0.25 0.13 0.11 

 

 

 

 



ตารางที่ 7 (ต่อ) แสดงค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร จากการหาความเข้มข้นของแอนตบิอดีที่ 

          เหมาะสมในการทาํปฏกิริิยา โดยวิธี indirect ELISA  

โคลนไฮบริโดมา 

หมายเลข 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร / เจือจาง (เท่า) 

ไม่เจือจาง 2 5 10 20 40 

20 1.16 1.04 0.84 0.67 0.45 0.27 

25 1.04 0.97 0.82 0.62 0.39 0.29 

26 1.28 1.22 1.12 0.98 0.84 0.59 

38 1.22 1.22 1.19 1.20 1.11 0.92 

39 1.41 1.41 1.43 1.45 1.43 1.42 

40 1.45 1.53 1.41 1.51 1.47 1.69 

41 1.55 1.58 1.67 1.67 1.61 1.57 

42 1.54 1.59 1.58 1.59 1.58 1.51 

43 1.56 1.53 1.57 1.57 1.57 1.43 

47 1.64 1.60 1.62 1.60 1.58 1.57 

48 1.56 1.53 1.47 1.47 1.45 1.32 

49 1.20 1.21 1.33 1.41 1.46 1.39 

 

 

 

 



  3.4.2 การทดสอบความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดี โดยวิธี indirect competitive ELISA 

  นําโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีได้มาทดสอบการทําปฏิกิริยาข้ามกับสารในกลุ่มและนอกกลุ่มไนโตรฟูแรน 

ด้วยวิธี indirect competitive ELISA กับสารอ่ืนท่ีอยู่ในกลุ่มไนโตรฟูแรน ทัง้ท่ีอยู่ในรูปยาตัง้ต้น ได้แก่ FZD ,FTD ,NFZ และ 

NFT สารรูปเมแทบอไลท์ ได้แก่ AOZ ,AMOZ ,SEM และ AHD สารรูปอนุพันธ์ ได้แก่  NPAOZ ,NPAMOZ ,NPSEM และ 

NPAHD สารนอกกลุม่ไนโตรฟแูรนท่ีนํามาทดลอง คือ CBA ซึง่เป็นสารท่ีใช้ในการเปลี่ยนแปลงอนพุนัธ์สาร SEM เป็น CPSEM 

สารในกลุม่ยาปฏิชีวนะ ได้แก่ คลอแรมเฟนิคอล ,ซโิพรฟลอกซาซิน ,ออกซีเตตราไซคลิน ,เตตราไซคลนิ ,ดอกซีไซคลิน และสาร

ในกลุม่บีตา-อะโกนิสต์ ได้แก่ เคลนบเูทอรอล และซลับทูามอล โดยทดสอบโมโนโคลนอลแอนติบอดีในอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีเจือ

จางตามข้อ 3.4.1 กบัสารเหล่านีท่ี้ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ด้วยวิธี indirect competitive ELISA พบว่า โมโน

โคลนอลแอนติบอดีทัง้ 22 โคลน มีความสามารถในการจบักบั NFZ และ NPSEM ในรูปอิสระได้ ซึง่การทําปฏิกิริยาได้ค่าการ

ดูดกลืนแสงท่ีลดลงเหลือประมาณ 0.1 – 0.3 ส่วนการทําปฏิกิริยากับสารอ่ืนๆนัน้ให้ค่าใกล้เคียงกับแอนติบอดีท่ีไม่เติมตัว

แข่งขนัมีแต่สารละลาย PBS มีค่าการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร ประมาณ 1.2 – 2.0 ดงัแสดงในตารางท่ี 8 

แสดงวา่ แอนติบอดีทกุตวัไม่ทําปฏิกิริยากบัสารตวัอ่ืน แตทํ่าเฉพาะกบั NFZ และ NPSEM เทา่นัน้ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ตารางที่ 8 แสดงค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร จากการทดสอบปฏกิริิยาข้ามของโมโน 

   โคลนอลแอนตบิอดีต่อสารในกลุ่มและนอกกลุ่มไนโตรฟแูรน 

สาร / แอนตบิอดี 

หมายเลข 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร 

1 2 3 4 5 6 7 8 14 15 16 

FZD 1.75 1.75 1.55 1.72 1.64 1.94 1.45 1.70 1.75 1.72 1.82 

AOZ 1.77 1.64 1.35 1.66 1.62 1.83 1.38 1.62 1.62 1.60 1.70 

NPAOZ 1.72 1.62 1.40 1.66 1.61 1.83 1.40 1.61 1.67 1.72 1.77 

CPAOZ 1.65 1.68 1.43 1.75 1.65 1.84 1.43 1.68 1.61 1.75 1.79 

FTD 1.79 1.74 1.48 1.77 1.71 2.00 1.43 1.71 1.68 1.61 1.64 

AMOZ 1.74 1.75 1.54 1.75 1.68 1.86 1.42 1.69 1.77 1.77 1.82 

NPAMOZ 1.76 1.76 1.49 1.72 1.70 1.88 1.48 1.68 1.76 1.78 1.80 

CPAMOZ 1.76 1.72 1.48 1.72 1.69 1.87 1.45 1.73 1.75 1.71 1.79 

NFZ 0.13 0.14 0.13 0.13 0.12 0.14 0.11 0.13 0.26 0.25 0.43 

SEM 1.67 1.63 1.40 1.58 1.55 1.74 1.35 1.66 1.68 1.65 1.81 

NPSEM 0.11 0.10 0.12 0.10 0.11 0.09 0.10 0.10 0.14 0.13 0.14 

CPSEM 1.65 1.74 1.51 1.78 1.69 1.92 1.45 1.74 1.77 1.77 1.89 

 

 

 

 



ตารางที่ 8 (ต่อ) แสดงค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร จากการทดสอบปฏกิริิยาข้ามของโมโน 

           โคลนอลแอนตบิอดีต่อสารในกลุ่มและนอกกลุ่มไนโตรฟูแรน 

สาร / แอนตบิอดี 

หมายเลข 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร 

1 2 3 4 5 6 7 8 14 15 16 

NFT 1.62 1.61 1.40 1.58 1.52 1.72 1.34 1.58 1.56 1.57 1.62 

AHD 1.67 1.66 1.40 1.64 1.64 1.80 1.35 1.65 1.62 1.61 1.67 

NPAHD 1.70 1.75 1.52 1.70 1.63 1.83 1.30 1.64 1.62 1.66 1.72 

3-Carboxy benzaldehyde 1.73 1.74 1.47 1.76 1.67 1.85 1.38 1.67 1.70 1.74 1.71 

Salbutamol 1.72 1.67 1.48 1.74 1.65 1.88 1.40 1.69 1.73 1.73 1.74 

Clenbuterol 1.71 1.69 1.40 1.70 1.68 1.85 1.41 1.67 1.72 1.74 1.75 

Chloramphenicol 1.76 1.58 1.34 1.60 1.55 1.79 1.28 1.58 1.34 1.39 1.47 

Ciprofloxacin 1.77 1.72 1.52 1.75 1.68 1.85 1.32 1.64 1.56 1.52 1.61 

Oxytetracycline – HCl 1.78 1.68 1.37 1.71 1.69 1.90 1.43 1.66 1.58 1.59 1.67 

Tetracycline - HCl 1.76 1.71 1.49 1.74 1.70 1.93 1.40 1.68 1.63 1.63 1.71 

Doxycycline hydrate 1.78 1.74 1.50 1.77 1.77 2.00 1.48 1.68 1.64 1.63 1.76 

DMF (1:50) 1.58 1.80 1.59 1.72 1.72 1.85 1.50 1.70 1.75 1.75 1.85 

PBS 1.73 1.68 1.51 1.72 1.70 1.89 1.47 1.71 1.73 1.74 1.82 

 

 

 

 



ตารางที่ 8 (ต่อ) แสดงค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร จากการทดสอบปฏกิริิยาข้ามของโมโน 

           โคลนอลแอนตบิอดีต่อสารในกลุ่มและนอกกลุ่มไนโตรฟูแรน 

สาร / แอนตบิอดี 

หมายเลข 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร 

18 20 25 26 38 39 40 43 47 48 49 

FZD 1.13 1.26 1.31 1.64 1.59 1.84 1.45 1.44 1.86 1.43 1.77 

AOZ 1.35 1.43 1.39 1.56 1.50 1.80 1.34 1.26 1.66 1.29 1.60 

NPAOZ 1.48 1.54 1.52 1.68 1.54 1.84 1.36 1.35 1.77 1.38 1.64 

CPAOZ 1.49 1.60 1.58 1.76 1.55 1.88 1.40 1.33 1.78 1.38 1.65 

FTD 1.32 1.56 1.39 1.79 1.76 2.11 1.58 1.64 2.06 1.64 1.90 

AMOZ 1.50 1.62 1.61 1.77 1.57 1.94 1.42 1.38 1.80 1.37 1.66 

NPAMOZ 1.43 1.58 1.59 1.78 1.59 1.95 1.41 1.37 1.77 1.37 1.61 

CPAMOZ 1.40 1.54 1.52 1.70 1.48 1.87 1.35 1.29 1.73 1.30 1.61 

NFZ 0.16 0.16 0.15 0.30 0.16 0.27 0.17 0.14 0.21 0.17 0.25 

SEM 1.18 1.28 1.22 1.51 1.51 1.85 1.23 1.33 1.81 1.35 1.67 

NPSEM 0.16 0.15 0.14 0.16 0.13 0.14 0.13 0.18 0.20 0.14 0.18 

CPSEM 1.21 1.34 1.27 1.63 1.64 1.97 1.37 1.42 1.84 1.44 1.75 

 

 

 

 



ตารางที่ 8 (ต่อ) แสดงค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร จากการทดสอบปฏกิริิยาข้ามของโมโน 

           โคลนอลแอนตบิอดีต่อสารในกลุ่มและนอกกลุ่มไนโตรฟูแรน 

สาร / แอนตบิอดี 

หมายเลข 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร 

18 20 25 26 38 39 40 43 47 48 49 

NFT 1.69 1.35 1.27 1.51 1.66 1.92 1.46 1.47 1.88 1.59 1.82 

AHD 1.32 1.38 1.31 1.53 1.73 1.95 1.50 1.56 1.89 1.56 1.89 

NPAHD 1.35 1.47 1.43 1.73 1.76 2.01 1.59 1.56 2.00 1.62 1.97 

3-Carboxy benzaldehyde 1.36 1.47 1.53 1.74 1.79 2.03 1.61 1.59 2.09 1.62 1.96 

Salbutamol 1.32 1.46 1.45 1.75 1.80 2.05 1.58 1.53 2.02 1.55 1.88 

Clenbuterol 1.28 1.46 1.42 1.72 1.75 2.04 1.56 1.58 2.02 1.16 1.94 

Chloramphenicol 1.20 1.25 1.21 1.62 1.50 2.09 1.34 1.44 2.01 1.64 1.76 

Ciprofloxacin 1.18 1.39 1.29 1.54 1.75 1.93 1.47 1.52 2.02 1.55 1.85 

Oxytetracycline – HCl 1.34 1.38 1.32 1.65 1.77 1.98 1.49 1.58 2.09 1.67 2.00 

Tetracycline - HCl 1.40 1.41 1.38 1.64 1.77 2.04 1.58 1.59 1.97 1.66 1.93 

Doxycycline hydrate 1.30 1.46 1.35 1.77 1.73 2.07 1.53 1.50 1.99 1.60 1.86 

DMF (1:50) 1.16 1.23 1.21 1.50 1.52 1.83 1.36 1.34 1.72 1.30 1.65 

PBS 1.23 1.29 1.22 1.44 1.51 1.79 1.45 1.40 1.77 1.43 1.71 

 

 

 



  3.4.3 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดี โดยวธีิ indirect competitive ELISA 

  จากการท่ีโมโนโคลนอลแอนติบอดีทัง้ 22 โคลน ทําปฏิกิริยาเฉพาะกบั NFZ และ NPSEM ในรูปอสิระ จึงนํา

โคลนเหล่านัน้มาทดสอบความไวต่อสารทัง้ 2 ตัว ด้วยวิธี indirect competitive ELISA โดยแปรความเข้มข้นของสารเป็น 

1,000 ,750 ,500 ,250 ,125 ,62.5 ,31.25 ,15.63 ,7.8 ,3.9 และ 0 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลําดบั ผสมกับโมโนโคลนอล

แอนติบอดีท่ีเจือจาง นําค่าการดูดกลืนแสงท่ีได้มาสร้างกราฟ ดังแสดงในรูปท่ี 3 – 6 จากนัน้คํานวณหาค่า IC50 จากกราฟ 

ได้ผลดังแสดงในตารางท่ี 9 พบว่า โคลนหมายเลข 1 – 8 ,38 – 40 ,43 และ 47 – 49 ซึ่งเป็นโคลนท่ีได้มาจากเซลล์หลุมต้น 

11/10G มีค่า IC50 อยู่ในช่วง 13 – 40 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ซึง่มีค่าต่ํากว่าโคลนหมายเลข 14 – 16 ,18 ,20 ,25 และ 26 ท่ีได้

จากเซลล์หลุมต้น 12/1A คือ มีค่า IC50 อยู่ในช่วง 50 – 113 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร เม่ือนําค่า IC50 ท่ีได้ของทัง้ 2 สารมา

คํานวณหาค่าเปอร์เซนต์การเกิดปฏิกิริยาข้าม (% cross Reaction) ตามสตูร 

  เปอร์เซนต์การเกิดปฏิกิริยาข้าม = (IC50 ของสาร NPSEM / IC50 ของสาร NFZ) x 100 

พบวา่คา่เปอร์เซนต์การเกิดปฏิกิริยาข้ามของสาร NFZ อยู่ท่ีประมาณ 10 – 60 เปอร์เซนต์ 

 

 

 

 

 



 

 

รูปที่ 3 กราฟแสดงการทดสอบความจาํเพาะของโมโนโคลนอลแอนตบิอดีต่อสาร NFZ 

 

 

 

รูปที่ 4 กราฟแสดงการทดสอบความจาํเพาะของโมโนโคลนอลแอนตบิอดีต่อสาร NFZ (ต่อ) 

 



 

 

รูปที่ 5 กราฟแสดงการทดสอบความจาํเพาะของโมโนโคลนอลแอนตบิอดีต่อสาร NPSEM 

 

 

 

รูปที่ 6 กราฟแสดงการทดสอบความจาํเพาะของโมโนโคลนอลแอนตบิอดีต่อสาร NPSEM (ต่อ) 

 



ตารางที่ 9 แสดงค่า IC50 และเปอร์เซนต์การเกดิปฏกิริิยาข้ามในการทดสอบความจาํเพาะของโมโนโคลนอล 

   แอนตบิอดีต่อสาร NPSEM และ NFZ  

แอนตบิอดี

หมายเลข 

IC50 (นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) เปอร์เซนต์

การเกิด 

ปฏิกริิยาข้าม 

แอนตบิอดี

หมายเลข 

IC50 (นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) เปอร์เซนต์

การเกิด 

ปฏิกริิยาข้าม 
NPSEM NFZ NPSEM NFZ 

1 18.7 113.5 16.5 18 56.0 237.7 23.6 

2 19.8 119.0 16.6 20 61.5 199.4 30.8 

3 16.1 99.9 16.1 25 50.3 145.2 34.6 

4 15.4 124.4 12.4 26 108.9 176.0 61.9 

5 16.3 113.7 14.3 38 17.5 124.6 14.0 

6 20.2 134.0 15.1 39 39.9 249.3 16.0 

7 14.3 94.8 15.1 40 15.2 120.5 12.6 

8 13.9 121.5 11.4 43 13.1 131.1 10.0 

14 75.8 236.9 32.0 47 30.9 199.6 15.5 

15 71.2 253.5 28.1 48 13.3 133.8 9.9 

16 113.1 278.6 40.6 49 29.9 218.5 13.7 

 

 

 

 

 



  3.4.4 การตรวจสอบไอโซไทป์ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

  จากการทดสอบไอโซไทป์ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีทัง้ 22 โคลน โคลนท่ีได้มาจากเซลล์หลมุต้น 11/10G 

ซึง่ได้แก่ หมายเลข 1 – 8 ,38 – 40 ,43 และ 47 – 49 จํานวน 15 โคลน แอนติบอดีเป็นชนิด IgG3 ส่วนโคลนจากเซลล์หลมุต้น 

12/1A จํานวน 7 โคลน ได้แก่ หมายเลข 14 -16 ,18 ,20 ,25 และ 26 ตรวจพบว่า แอนติบอดีเป็นชนิด IgG3 และ IgM ดงัแสดง

ในตารางท่ี 10 

ตารางที่ 10 แสดงค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร จากการตรวจหาไอโซไทป์ของโมโนโคลนอล 

     แอนตบิอดี โดยวิธี indirect ELISA  

แอนตบิอดี

หมายเลข 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร 

IgG1 IgG2a IgG2b IgG3 IgA IgM 

1 0.11 0.19 0.12 1.02 0.12 0.23 

2 0.11 0.18 0.11 0.94 0.11 0.22 

3 0.11 0.17 0.11 0.84 0.12 0.22 

4 0.05 0.05 0.05 0.75 0.05 0.05 

5 0.11 0.17 0.11 0.85 0.12 0.21 

6 0.11 0.18 0.11 0.98 0.13 0.22 

7 0.11 0.17 0.11 0.79 0.12 0.22 

8 0.11 0.16 0.12 0.88 0.13 0.17 

14 0.11 0.23 0.13 0.74 0.21 2.32 

15 0.09 0.23 0.13 0.69 0.23 2.41 

16 0.10 0.26 0.13 0.88 0.25 2.57 

 



ตารางที่ 10 (ต่อ) แสดงค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร จากการตรวจหาไอโซไทป์ของโมโน 

            โคลนอลแอนตบิอดี โดยวธีิ indirect ELISA  

แอนตบิอดี

หมายเลข 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร 

IgG1 IgG2a IgG2b IgG3 IgA IgM 

18 0.11 0.24 0.13 0.58 0.21 2.44 

20 0.10 0.17 0.12 0.44 0.13 1.31 

25 0.10 0.24 0.14 0.63 0.22 2.50 

26 0.11 0.19 0.12 0.80 0.15 1.13 

38 0.11 0.17 0.12 0.75 0.12 0.25 

39 0.12 0.21 0.12 1.08 0.11 0.24 

40 0.10 0.17 0.10 0.81 0.10 0.21 

43 0.10 0.16 0.10 0.80 0.10 0.22 

47 0.09 0.19 0.10 1.02 0.11 0.22 

48 0.12 0.17 0.10 0.85 0.10 0.21 

49 0.10 0.21 0.11 1.03 0.12 0.24 

 

 

 

 

 



3.4.5 การทําโมโนโคลนอลแอนตบิอดีให้บริสทุธ์ิโดยวิธี affinity chromatography  

  จากการเลือกโคลนท่ีผลิตแอนติบอดีต่อ SEM ทัง้สาม ได้แก่ หมายเลข 8 ,25 และ 43 จะทําการเลีย้งเซลล์

ทัง้ 3 โคลน เพ่ือเพ่ิมปริมาณเซลล์และแอนติบอดี โดยใช้ปริมาตรของอาหารเลีย้งเซลล์ประมาณ 1,100 มิลลิลิตร แบ่งอาหาร

เลีย้งเซลล์เป็น 2 สว่นเท่าๆกนั (ประมาณ 550 มิลลิลิตร) และได้ทําการทดสอบโคลนทัง้ 3 ก่อนว่าสามารถผลิตแอนติบอดีอยู่

หรือไม่ โดยทดสอบด้วยวิธี indirect ELISA ได้ผลการทดลองดงัแสดงในตารางท่ี 11 จากนัน้เร่ิมการทําแอนติบอดีให้บริสทุธ์ิ 

โดยทําการล้างคอลมัน์ protein G sepharose ด้วย 0.2 โมลาร์ ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ pH 7.0 จากนัน้ทําการเติมอาหารเลีย้งเซลล์

ผ่านคอลมัน์ โดยทําการทดลอง 2 ครัง้ เน่ืองจากคอลมัน์สามารถจบักบัแอนติบอดีได้ดีเม่ือใช้ปริมาตรอาหารเลีย้งเซลล์ครัง้ละ

ประมาณ 500 มิลลิลิตร   จากนัน้ทําการ elute คอลมัน์ ด้วย glycine pH 2.7 และเก็บส่วนใสท่ีผ่านออกมาจากคอลัมน์ใน

หลอดทดลองหลอดละ 1 มิลลิลติร จํานวน 30 อนั นําไปวดัค่าการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร ได้ผลการทําโม

โนโคลนอลแอนติบอดีให้บริสทุธ์ิของโคลนหมายเลข 8 ,25 และ 43 ดงัแสดงในรูปท่ี 7 ,8 และ 9 ตามลําดบั จากนัน้รวมสว่นใส

ของการทดลองทัง้ 2 ครัง้ ท่ีมีค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตรสูงเข้าด้วยกัน โดยโคลนหมายเลข 8 ได้

ปริมาตร ครัง้ท่ี 1 = 13 มิลลิลิตร ,ครัง้ท่ี 2 = 18 มิลลิลิตร รวมเป็น 31 มิลลิลิตร โคลนหมายเลข 25 ครัง้ท่ี 1 = 15 มิลลิลิตร ,

ครัง้ท่ี 2 = 18 มิลลิลติร รวมเป็น 33 มิลลิลติร และโคลนหมายเลข 43 ครัง้ท่ี 1 = 16 มิลลิลติร ,ครัง้ท่ี 2 = 12 มิลลิลิตร รวมเป็น 

28 มิลลลิิตร เพ่ือนําไปหาปริมาณโปรตีนโดยวิธี BCA ตอ่ไป 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ตารางที่ 11 แสดงค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร จากการทดสอบโคลนหมายเลข 8 ,25 และ  

     43 โดยวิธี indirect ELISA 

เจือจาง/

แอนติบอดี 

หมายเลข 

ค่าการดูดกลืนแสง      

ที่ความยาวคล่ืน        

450 นาโนเมตร 

เจือจาง/

แอนตบิอดี 

หมายเลข 

ค่าการดูดกลืนแสง          

ที่ความยาวคลื่น           

450 นาโนเมตร 

8 25 43 8 25 43 

- 1.89 1.70 1.94 1:64 1.74 1.11 1.66 

1:2 1.76 1.60 1.91 1:128 1.56 0.97 1.61 

1:4 1.76 1.55 1.88 1:256 1.36 0.76 1.47 

1:8 1.81 1.47 1.81 1:512 1.12 0.54 1.14 

1:16 1.80 1.41 1.78 1:1,024 0.75 0.36 0.79 

1:32 1.76 1.29 1.71 media 0.07 0.07 0.06 

 

 

รูปที่ 7 แสดงค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตรของโคลนหมายเลข 8 

 



 

รูปที่ 8 แสดงค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตรของโคลนหมายเลข 25 

 

รูปที่ 9 แสดงค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตรของโคลนหมายเลข 43 

 

3.4.6 การหาปริมาณโปรตีนของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยวิธี BCA หลงัจากทําให้บริสทุธ์ิโดยวธีิ affinity  

         chromatography  

  หาปริมาณโปรตีนของแอนติบอดีโดยวิธี BCA โดยใช้สารละลายโปรตีน BSA ความเข้มข้น 0 ถงึ 1 มิลลกิรัม

ต่อมิลลิลิตร เป็นสารละลายโปรตีนมาตรฐาน สําหรับทํากราฟมาตรฐาน ดงัแสดงในตารางท่ี 12 และรูปท่ี 10 และทําการเจือ

จางสารละลายตวัอย่างเป็น 1:2 ,1:4 และ 1:8 เพ่ือนําค่า A540 มาคํานวณหาปริมาณโปรตีนจากกราฟมาตรฐาน ได้ผลดงัแสดง

ในตารางท่ี 13 และได้ทําการทดสอบหา dilution ท่ีเหมาะสม โดยวิธี indirect ELISA สําหรับใช้ในการทดสอบประสิทธิภาพ

ของแอนติบอดีหลงัจากทําให้บริสทุธ์ิโดยวิธี affinity chromatography ได้ผลการทดลองดงัแสดงในตารางท่ี 14 



ตารางที่ 12 แสดงค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร ของสารละลายโปรตีนมาตรฐาน BSA 

ความเข้มข้นของ BSA (มิลลิกรัมต่อมิลลิตร) ครัง้ที่ 1 ครัง้ที่ 2 ค่าเฉล่ีย 

0 0.106 0.104 0.105 

0.1 0.217 0.210 0.214 

0.2 0.322 0.314 0.318 

0.4 0.508 0.510 0.509 

0.8 0.829 0.857 0.843 

1.0 1.005 0.967 0.986 

 

 

รูปที่ 10 แสดงกราฟมาตรฐานสาํหรับการหาปริมาณโปรตีนโดยวธีิ BCA 

 

 

 



ตารางที่ 13 แสดงค่าปริมาณโปรตีนของโคลนหมายเลข 8 ,25 และ 43 ที่ได้จากวิธี BCA 

แอนตบิอดี

หมายเลข 

เจือจาง ครัง้ที่ 1 ครัง้ที่ 2 ค่าเฉล่ีย ปริมาณโปรตีน (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) ค่าเฉลี่ย 

 1:2 0.683 0.697 0.690 1.28  

8 1:4 0.388 0.386 0.387 1.17 1.17 

 1:8 0.247 0.247 0.247 1.07  

 1:2 0.562 0.573 0.568 1.00  

25 1:4 0.350 0.351 0.351 1.00 0.99 

 1:8 0.236 0.233 0.235 0.96  

 1:2 0.704 0.693 0.699 1.30  

43 1:4 0.396 0.396 0.396 1.21 1.20 

 1:8 0.250 0.245 0.248 1.08  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ตารางที่ 14 แสดงค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร จากการทดสอบโคลนหมายเลข 8 ,25 และ  

           43 หลังจากทาํให้บริสุทธิ์โดยวธีิ indirect ELISA 

เจือจาง/

แอนตบิอด ี

หมายเลข 

ค่าการดูดกลืนแสง         

ที่ความยาวคล่ืน           

450 นาโนเมตร 

เจือจาง/

แอนตบิอด ี

หมายเลข 

ค่าการดูดกลืนแสง          

ที่ความยาวคลื่น            

450 นาโนเมตร 

8 25 43 8 25 43 

1:500 1.54 1.31 1.17 1:16,000 0.18 0.14 0.11 

1:1,000 1.28 0.86 0.66 1:32,000 0.10 0.11 0.09 

1:2,000 0.86 0.51 0.37 1:64,000 0.09 0.09 0.09 

1:4,000 0.58 0.32 0.23 1:128,000 0.11 0.07 0.09 

1:8,000 0.31 0.20 0.15 1:256,000 0.08 0.07 0.08 

 

3.4.7 การทดสอบประสทิธิภาพของแอนติบอดีหลงัจากทําให้บริสทุธ์ิโดยวิธี affinity chromatography 

นําโคลนทัง้ 3 หมายเลข คือ 8 ,25 และ 43 มาทดสอบความจําเพาะตอ่สาร 4 ตวั คือ NFZ ,NPSEM  

,CPSEM และ SEM ด้วยวิธี indirect competitive ELISA โดยแปรความเข้มข้นของสารเป็น 10,000 ,1,000 ,100 ,10 ,1 ,0.1 

,0.01 ,0.001 ,0.0001 และ 0 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลําดบั ผสมกบัโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีเจือจาง นําค่าการดูดกลืน

แสงท่ีได้มาสร้างกราฟ ดงัแสดงในรูปท่ี 11 – 13 จากนัน้คํานวณหาค่า IC50 จากกราฟ ได้ผลดงัแสดงในตารางท่ี 15  

 



 

รูปที่ 11 แสดงการทดสอบความจาํเพาะของโคลนหมายเลข 8 ต่อสาร NFZ ,NPSEM ,CPSEM และ SEM 

 

รูปที่ 12 แสดงการทดสอบความจาํเพาะของโคลนหมายเลข 25 ต่อสาร NFZ ,NPSEM ,CPSEM และ SEM 



 

รูปที่ 13 แสดงการทดสอบความจาํเพาะของโคลนหมายเลข 43 ต่อสาร NFZ ,NPSEM ,CPSEM และ SEM 

 

ตารางที่ 15 แสดงค่า IC50 และค่า LOD จากการทดสอบความจาํเพาะของโคลนหมายเลข 8 ,25 และ 43 ต่อสาร  

     NFZ ,NPSEM ,CPSEM และ SEM 

 

แอนตบิอด ี

หมายเลข 

NFZ NPSEM CPSEM SEM 

IC50  

(นาโนกรัม

ต่อ

มิลลิลิตร) 

LOD  

(นาโนกรัม

ต่อ

มิลลิลิตร) 

IC50  

(นาโนกรัม

ต่อ

มิลลิลิตร) 

LOD  

(นาโนกรัม

ต่อ

มิลลิลิตร) 

IC50  

(นาโนกรัม

ต่อ

มิลลิลิตร) 

LOD  

(นาโนกรัม

ต่อ

มิลลิลิตร) 

IC50  

(นาโนกรัม

ต่อ

มิลลิลิตร) 

LOD  

(นาโนกรัม

ต่อ

มิลลิลิตร) 

8 572.90 8.11 56.77 2.96 > 10,000 - > 10,000 - 

25 903.60 15.52 134.90 4.57 > 10,000 - > 10,000 - 

43 142.10 0.83 23.75 0.50 > 10,000 - > 10,000 - 

 

 

 



4. สรุปและอภปิรายผลการทดลอง (Discussion) 

 ในการเตรียมแอนติเจนสําหรับฉีดกระตุ้นหนูทดลอง และใช้สําหรับเคลือบจาน 96 หลมุ ในการทดสอบ ELISA โดย

การเปล่ียน SEM ให้อยู่ในรูปอนุพันธ์ CPSEM และเช่ือมเข้ากับโปรตีนพาหะคือ BSA และ OVA ให้เป็น CPSEM-BSA และ 

CPSEM-OVA จากนัน้ตรวจหาปริมาณโปรตีน โดยวิธี BCA มีปริมาณโปรตีนเท่ากับ 1.63 และ 2.53 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

ตามลําดบั หลงัทําการฉีดกระตุ้นหนูทดลองด้วย CPSEM-BSA ปริมาณ 50 ไมโครกรัมต่อครัง้ หลงัการฉีดกระตุ้น 4 ครัง้ ทํา

การตรวจวดัระดบัการสร้างแอนติบอดีในซีรัมหนู โดยวิธี indirect ELISA ซึ่งเคลือบจาน 96 หลุม ด้วย CPSEM-OVA พบว่า 

หนมีูการสร้างแอนติบอดีในระดบัสงู เม่ือทดสอบแอนติบอดีในซีรัมหน ูโดยวิธี indirect competitive ELISA พบว่า แอนติบอดี

สามารถจบักบั NPSEM ในรูปอสิระได้ดี หลงัทําการหลอมรวมเซลล์ม้ามกบัมยัอโิลมาเซลล์ ทัง้ 3 ครัง้ ได้ไฮบริโดมาเซลล์ถึง 90 

เปอร์เซนต์ และคดัเลือกโคลนท่ีผลิตแอนติบอดีตอ่ NPSEM ได้ 61 หลมุ ทําการ subclone เพ่ือให้ได้โมโนโคลน โดยวิธี limiting 

dilution จํานวน 3 รอบ คดัเลือกโคลนท่ียงัคงผลิตแอนตบอดีต่อ NPSEM ไว้ จํานวน 22 โคลน จากเซลล์หลมุต้น 11/10G และ 

12/1A โมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีได้นี ้ทุกโคลนสามารถจบักับ NFZ ซึ่งเป็นยาตัง้ต้น และ NPSEM ในรูปอนุพนัธ์ สําหรับใช้

ตรวจหาสารตกค้าง โคลนท่ีได้จากเซลล์หลุมต้น 11/10G จะสามารถจับกับ NPSEM ได้ดีกว่าโคลนท่ีได้จากเซลล์หลุมต้น 

12/1A และแอนติบอดีท่ีได้เป็นชนิด IgG3 สว่นโคลนท่ีได้จากเซลล์หลมุต้น 12/1A เป็นชนิด IgG3 และ IgM 

 จากโคลนท่ีได้เหล่านีจ้ึงทําการคดัเลือกโคลน 3 โคลน จากเซลล์หลมุต้น 11/10G และ 12/1A โดยเลือกจากโคลนท่ี

สามารถจบักับ NPSEM ได้ดี คือ มีค่า IC50 ต่ําท่ีสุด ได้แก่ โคลนหมายเลข 8 และ 43 จากเซลล์หลมุต้น 11/10G ซึ่งมีค่า IC50 

เท่ากบั 13.9 และ 13.1 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลําดบั และจบักบั NFZ มีค่า IC50 เท่ากบั 121.5 และ 131.1 นาโนกรัมต่อ

มิลลิลิตร ตามลําดบั สําหรับโคลนหมายเลข 25 จากเซลล์หลมุต้น 12/1A ซึง่จบักบั NPSEM และ NFZ ได้ดี มีค่า IC50 เท่ากบั 

50.3 และ 145.2 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลําดบั จากนัน้นําโคลนทัง้ 3 โคลน ได้แก่ โคลนหมายเลข 8 ,25 และ 43 มาทําให้

บริสุทธ์ิโดยวิธี affinity chromatography และหาปริมาณโปรตีนได้เท่ากับ 1.17 ,0.99 และ 1.20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

ตามลําดบั และทําการทดสอบหาความจําเพาะของโคลนหมายเลข 8 ,25 และ 43 ต่อสาร NPSEEM และ NFZ อีกครัง้ ได้ค่า 

IC50 และค่า LOD ต่อสาร NPSEM  ของโคลนหมายเลข 8 เท่ากบั 56.77 และ 2.96 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร โคลนหมายเลข 25 

เท่ากับ 134.90 และ 4.57 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร และโคลนหมายเลข 43 เท่ากับ 23.75 และ 0.50 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร 

สําหรับค่า IC50 และค่า LOD ต่อสาร NFZ นัน้ โคลนหมายเลข 8 มีค่าเท่ากบั 572.90 และ 8.11 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร โคลน

หมายเลข 25 มีค่าเท่ากับ 903.60 และ 15.52 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร และโคลนหมายเลข 43 มีค่าเท่ากบั 142.10 และ 0.83 

นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร โดยเม่ือดูจากค่า IC50 และค่า LOD ของโคลนทัง้ 3 หมายเลข พบว่าทัง้ 3 โคลนมีความจําเพาะต่อสาร 

NPSEM มากกวา่ NFZ โดยโคลนหมายเลข 43 มีความไวมากท่ีสดุ  
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ภาคผนวก (Appendix) 

ไฮบริโดมาโคลนที่ทาํการเกบ็แช่แข็งในไนโตรเจนเหลว 

ช่ือโคลน หมายเลข ช่ือโคลน หมายเลข 

11/10G/6H/7D/3C 1 12/1A/12B/5E/12E 26 

11/10G/6H/7D/4B 2 12/1A/12B/5E/12G 27 

11/10G/6H/7G/8D 3 4/5A/1H/3H/2B 28 

11/10G/6H/7G/8G 4 4/5A/1H/8C/7B 29 

11/10G/6H/7H/10B 5 4/5A/1H/8C/7D 30 

11/10G/6H/7H/10F 6 4/5A/1H/8C/7E 31 

11/10G/6H/8D/3C 7 4/5A/1H/8C/8B 32 

11/10G/6H/8D/3D 8 4/5A/1H/11B/9G 33 

12/1A/12B/3E/4A 14 4/5A/1H/11B/10C 35 

12/1A/12B/3E/4B 15 4/5A/1H/11B/11E 36 

12/1A/12B/3G/7B 16 11/10G/5C/6A/2G 37 

12/1A/12B/3G/8D 17 11/10G/5C/6A/3F1 38 

12/1A/12B/4C/11B 18 11/10G/5C/6F/5D 39 

12/1A/12B/4C/12C 19 11/10G/5C/10F/5E 40 

12/1A/12B/4F/2G 20 11/10G/5C/2F 41 

12/1A/12B/4F/3G 21 11/10G/8E/4E 42 

12/1A/12B/4G/6B 22 11/10G/5C/4D1 43 

12/1A/12B/4G/6D 23 11/10G/7D/1G 47 

12/1A/12B/5B/9D 24 11/10G/7D/12H 48 

12/1A/12B/5B/9F 25 11/10G/7D/3E 49 



ประวัตผู้ิรับผิดชอบแผนงานวจัิย 

1. หวัหน้าโครงการ 

     1.1  ช่ือ-สกุล   นายอณมุาศ บวัเขียว 

Mr. Anumart Buakeaw 

     1.2 เลขที่ประจาํตัวประชาชน   3 8099 00658 39 3  

     1.3 ตาํแหน่งทางวชิาการ นกัวจิยั 

     1.4 หน่วยงาน สถาบนัวิจยัเทคโนโลยีชีวภาพและวิศวกรรมพนัธศุาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 

 อาคารสถาบนั 3 เขตปทมุวนั กรุงเทพฯ 10330 

           โทรศัพท์ 02-218-8076  โทรสาร  02-253-3543 

         E-mail anumart.b@chula.ac.th 

     1.5 ประวัตกิารศึกษา 

มหาวทิยาลัย ปริญญา สาขาวชิา ปีที่ได้รับ พ.ศ. 

จฬุาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 

จฬุาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 

ปริญญาโท 

ปริญญาตรี 

เทคโนโลยีชีวภาพ 

ชีวเคมี 

2545 

2541 

 

     1.6 สาขาวชิาการที่มีความชํานาญพเิศษ 

เทคโนโลยีชีวภาพ การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี การเตรียมชุดตรวจ ELISA และการทดสอบประสิทธิภาพชุด

ตรวจ 

    1.7 ประสบการณ์ที่เกี่ยวข้องกับการบริหารงานวจัิยทัง้ภายในและภายนอกประเทศ   

               1.7.1  ผู้ อํานวยการแผนงานวจิยั : ไม่มี 

               1.7.2  หวัหน้าโครงการวิจยั : ไม่มี 



               1.7.3 งานวิจยัท่ีทําเสร็จแล้ว (ระบแุหลง่พิมพ์และปีท่ีพิมพ์) 

   1. Puthong, S., Rojpibulstit, P. and Buakeaw, A. (2009) Cytotoxic Effect of Hep88 mAb: A Novel 

Monoclonal Antibody Against Hepatocellular Carcinoma. Thammasat Int. J. Sc. Tech. 14(1): 95 – 104. 

   2. Somwong, P., Suttisri, R., and Buakeaw, A. (2011). A new 1,3-diketofriedelane triterpene from Salacia 

verrucosa. Fitoterapia. 82 : 1047 -1051. 

              1.7.4 งานวิจยัท่ีกําลงัทํา  

 1. การพฒันาชดุตรวจด้วยวิธีเอนไซม์ลิงค์อิมมโูนซอร์เบนท์เอสเสย์ของอนพุนัธ์ของสารไนโตรฟแูรน 

 2. การพฒันาชุดตรวจด้วยวิธีเอนไซม์ลิงค์อิมมโูนซอร์เบนท์เอสเสย์ของอนพุนัธ์ของสารไนโตรฟูแรน: อะมิ

โนไฮแดนโทอิน 

 3. การพฒันาแถบทดสอบสําเร็จรูปสําหรับการตรวจสารกลุม่ฟลอูอโรคิวโนโลนในผลิตภณัฑ์อาหาร 

 4. การพฒันาชดุตรวจวิเคราะห์โพรเจสเทอโรนในนํา้นมโคด้วยวิธีเอนไซม์ลงิค์อมิมิวโนซอร์เบนต์แอสเสย์ 

2. ผู้ร่วมโครงการคนที่ 1 

       2.1  ช่ือ-สกุล นางทรงจนัทร์   ภูท่อง 

 Mrs.Songchan  Puthong 

      2.2 เลขทีป่ระจาํตัวประชาชน   3 2001 01339 43 0 

     2.3 ตาํแหน่งทางวชิาการ นกัวจิยั ระดบั ชํานาญการพิเศษ 

     2.4 หน่วยงาน สถาบนัวิจยัเทคโนโลยีชีวภาพและวิศวกรรมพนัธศุาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 

 อาคารสถาบนั 3 เขตปทมุวนั กรุงเทพฯ 10330 

           โทรศัพท์ 02-218-8076  โทรสาร  02-253-3543 

           E-mail songchan.p@chula.ac.th 

      



     2.5 ประวัตกิารศึกษา 

มหาวิทยาลัย ปริญญา สาขาวชิา ปีที่ได้รับ พ.ศ. 

จฬุาลงกรณ์มหาวทิยาลยั วิทยาศาสตรมหาบณัฑิต เทคโนโลยีชีวภาพ 2539 

มหาวิทยาลยับรูพา วิทยาศาสตรบณัฑิต ชีววิทยา 2529 

 

     2.6 สาขาวชิาการที่มีความชํานาญพเิศษ 

การเพาะเลีย้งเซลล์มะเร็ง  

การเตรียมและผลติโมโนโคลนอลแอนติบอดี  

การทดสอบฤทธ์ิของสารสมนุไพรในการยงัยัง้เซลล์มะเร็ง 

     2.7 ประสบการณ์ที่เกี่ยวข้องกับการบริหารงานวจิัยทัง้ภายในและภายนอกประเทศ   

               2.7.1  ผู้ อํานวยการแผนงานวจิยั : ไม่มี 

               2.7.2  หวัหน้าโครงการวิจยั : ทดสอบฤทธ์ิของโมโนโคลนอลแอนติบอดีในการทําลายเซลล์มะเร็งตบัโดยการตรวจด้วย

วิธี MTT Colorimetric Assay 

               2.7.3 งานวิจยัท่ีทําเสร็จแล้ว (ระบแุหลง่พิมพ์และปีท่ีพิมพ์) 

1. Roengsumran, S., Petsom, A., Kuptiyanuwat, N., Nilaivan, T., Ngamrojnavanich, N., Chaichantipyuth, 

C. and Puthong, S. (2001)  Cytotoxic labdane diterpenoids from Croton oblongifolius.  Phytochemistry  56: 103 – 

107. 

2. Chaichantipyuth, C., Tiyaworanon, S., Mekaroonreung, S., Ngamrojnavanich, N., Roengsumran, S., 

Puthong, S., Petsom, A. and Ishikawa, T. (2001)  Oxidized heptenes from flowers of Melodorum fruticosum.  

Phytochemistry  58: 1311 – 1315. 



3. Roengsumran, S., Musikul, K., Petsom, A., Vilaivan, T., Sangvanich, P., Pornpakakul, S., Puthong, S., 

Chaichantipyuth, C., Jaiboon, N., Chaichit, N. (2002) Croblonhifolin, a new anticancer Clerodane from Croton 

oblongifolius.  Planta Medica  68: 274 – 277. 

4. Ngamrojnavanich, N., Tonsiengsom, S., Lertpratchya, P., Roengsumran, S., Puthong, S., and Petsom, 

A. (2003) Diterpenoids from the Stem Barks of Croton robustus. Archives of Pharmacal Research 26(11): 898 – 

901. 

5. Roengsumran, S., Pornpakakul, S., Muangsin, N., Sangvanich, P., Nhujak, T., Singtothong, P., 

Chaichit, N., Puthong, S., Petsom, A. (2004) New Halimane Diterpenoids from Croton oblongifolius. Planta Med 

70:1 - 3. 

 6. Chaichantipyuth , C., Taweechotipatr, P., Petsom, A., Puthong, S., Roengsumran,S., Watanabe, T. and 

Ishikawa, T. Chemical constituents of Croton Oblongifolis. เอกสาร  Proceeding ของ JSPS-NRCT. 

 7. Tungpradabkul, S., Sandee, D., Puthong, S. and Laohathai, K. (2005) Construction of scFv derived 

from a tumor-associated monoclonal antibody having tumorical activity on human hepatocellular carcinoma. 

Molecular Immunology 42: 713 – 719. 

 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 Antibody Against Hepatocellular Carcinoma. Thammasat Int. J. Sc. Tech. 14(1): 95 – 104. 

 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. 

 14. Roengsumran, S., Pata, P., Ruengraweewat, N., Tummatorn, J., Pornpakakul, S.,Sangvanich, P., 

Puthong, S. and Petsom, A. (2009) New Cleistanthane Diterpenoids and 3,4-seco-Cleistanthane Diterpenoids from 

Croton cblongifolius. Chemistry of Natural Compounds. 45(5): 641 – 646. 

 15. Komolpis, K., Udomchokmongkol, C., Puthong, S. and Palaga, T. (2010) Comparative production of a 

monoclonal antibody specific for enrofloxacin in a stirred-tank bioreactor. Journal of Industrial and Engineering 

Chemistry. 16: 567 – 571. 

              1.7.4 งานวิจยัท่ีกําลงัทํา  

 1. การพฒันาชุดตรวจด้วยวิธีเอนไซม์ลิงค์อิมมโูนซอร์เบนท์เอสเสย์ของอนพุนัธ์ของสารไนโตรฟูแรน: อะมิ

โนไฮแดนโทอิน 

 2. การพฒันาแถบทดสอบสําเร็จรูปสําหรับการตรวจสารกลุม่ฟลอูอโรคิวโนโลนในผลิตภณัฑ์อาหาร 

 3. การพฒันาชดุตรวจวิเคราะห์โพรเจสเทอโรนในนํา้นมโคด้วยวิธีเอนไซม์ลงิค์อมิมิวโนซอร์เบนต์แอสเสย์ 

3. ผู้ร่วมโครงการคนที่ 2 

     3.1  ช่ือ-สกุล   นายกิตตินนัท์  โกมลภิส 

Mr. Kittinan Komolpis  

     3.2 เลขทีป่ระจาํตัวประชาชน   3 1012 03241 97 0  



     3.3 ตาํแหน่งทางวชิาการ ผู้ช่วยศาสตราจารย์ 

     3.4 หน่วยงาน สถาบนัวิจยัเทคโนโลยีชีวภาพและวิศวกรรมพนัธศุาสตร์ 

 จฬุาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 

 อาคารสถาบนั 3 เขตปทมุวนั กรุงเทพฯ 10330 

           โทรศัพท์ 02-218-8078  โทรสาร  02-253-3543 

             E-mail kittinan.k@chula.ac.th 

     3.5 ประวัตกิารศึกษา 

มหาวทิยาลัย ปริญญา สาขาวชิา ปีที่ได้รับ พ.ศ. 

University of Michigan  สหรัฐอเมริกา ปริญญาเอก Chemical Engineering 2545 

University of Michigan  สหรัฐอเมริกา 

จฬุาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 

จฬุาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 

ปริญญาโท 

ปริญญาโท 

ปริญญาตรี 

Chemical Engineering 

ชีวเคมี 

ชีวเคมี 

2539 

2535 

2532 

 

     3.6 สาขาวชิาการที่มีความชํานาญพเิศษ 

เทคโนโลยีชีวภาพ การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี การเตรียมชุดตรวจ ELISA และการทดสอบประสิทธิภาพชุด

ตรวจ 

     3.7 ประสบการณ์ที่เกี่ยวข้องกับการบริหารงานวจิัยทัง้ภายในและภายนอกประเทศ   

               3.7.1  ผู้ อํานวยการแผนงานวจิยั : ไม่มี 

               3.7.2  หวัหน้าโครงการวิจยั : การผลิตกรดมะนาวโดยยีสต์ตรึงควบคูก่บัการแยกผลิตภณัฑ์ด้วยเรซนิแลกเปลี่ยนไออน 

(ได้รับการสนบัสนนุจากกระทรวงวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี และสํานกังานพฒันาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งชาติ ปีพ.ศ. 

2549) 



การสกดัและทําให้บริสทุธ์ิของเจละตินจากเศษหนงัสตัว์ใหญ่ท่ียงัไม่ผ่านการฟอกโดยใช้อลัคาไลน์โปรตีเอส (ได้รับทนุอดุหนนุ

งบประมาณแผน่ดิน ปีพ.ศ. 2548 และ 2549) 

การพัฒนาชุดตรวจสอบสารเคลนบูเทอรอล ซลับิวตามอล นอร์ฟลอกซาซิน และเอนโรฟลอกซาซินด้วยวิธี Enzyme-linked 

Immunosorbent Assay (ELISA) และ Immunochromatographic Assay (ได้รับทดุอดุหนนุจากสํานกังานคณะกรรมการวิจยั

แหง่ชาติ ปีพ.ศ. 2549-2551) 

การพฒันาชดุตรวจด้วยวิธีเอนไซม์ลิงค์อิมมโูนซอร์เบนท์เอสเสย์ของอนพุนัธ์ของสารไนโตรฟแูรน: 3-อะมิโน-2-ออกซาโซลดิิโนน 

และ 3-อะมิโน-5-มอร์ฟอลิโนเมทิล-2-ออกซาโซลิดิโนน (ได้รับทนุอดุหนนุงบประมาณแผ่นดิน ปีพ.ศ. 2550-2552) 

               3.7.3 งานวิจยัท่ีทําเสร็จแล้ว (ระบแุหลง่พิมพ์และปีท่ีพิมพ์) 

 1. Komolpis, K., Udomchokmongkol, C., Phutong, S. and Palaga, T. 2010. Comparative production of a 

monoclonal antibody specific for enrofloxacin in a stirred-tank bioreactor. Journal of Industrial and Engineering Chemistry 

16: 567-571 

 2.Pimpitak U., Puthong, S., Komolpis, K., Petsom, A., Palaga T. (2009) Development of a monoclonal antibody-

based enzyme-linked immunosorbent assay for detection of the furaltadone metabolite, AMOZ, in fortified shrimp samples. 

Food Chemistry 116: 785-791 

 3.Damrongsakkul S., Ratanathammapan K., Komolpis K. and  Tanthapanichakoon W. 2008. Enzymatic hydrolysis 

of rawhide using papain and neutrase. Journal of Industrial and Engineering Chemistry, 14: 202-206 

 4.Komolpis K., Gulari E. 2002. Light-directed simultaneous synthesis of oligopeptides on microarray substrate 

using a photogenerated acid. Biotechnology Progress, 18:641-646. 

 5.Wang H.Y., Komolpis K., Kaufman P.B., Malakul P., Shotipruk A. 2001. Permeabilization of metabolites from 

biologically viable soybeans (Glycine max). Biotechnology Progress; 17:421-430. 

 6.Wu E., Komolpis K., Wang H.Y. 1999. Chemical extraction of indigo from Indigofera tinctoria while attaining 

biological integrity. Biotechnology Techniques, 13:567-569. 

 7.Komolpis K., Kaufman P.B., Wang H.Y. 1998. Chemical permeabilization and in situ removal of daidzein from 

biologically viable soybean (Glycine max) seeds. Biotec. Techniques, 12:697-700. 



              3.7.4 งานวิจยัท่ีกําลงัทํา  

 1.การพฒันาชุดตรวจด้วยวิธีเอนไซม์ลิงค์อิมมูโนซอร์เบนท์เอสเสย์ของอนุพันธ์ของสารไนโตรฟูแรน: อะมิ

โนไฮแดนโทอิน 

 2.การพฒันาชดุตรวจสารแคลบทูารอลด้วยวิธีเอนไซม์ลงิค์อมิมโูนซอร์เบนท์เอสเสย์ 

 3. การพฒันาแถบทดสอบสําเร็จรูปสําหรับการตรวจสารกลุม่ฟลอูอโรคิวโนโลนในผลิตภณัฑ์อาหาร 

 4. การพฒันาชดุตรวจวิเคราะห์โพรเจสเทอโรนในนํา้นมโคด้วยวิธีเอนไซม์ลงิค์อมิมิวโนซอร์เบนต์แอสเสย์  

4. ผู้ร่วมโครงการคนที่ 3 

       4.1  ช่ือ-สกุล  ดร. นนัทิกา คงเจริญพร (ปานจนัทร์) 

Dr. Nanthika  Khongchareonporn (Panchan) 

       4.2 เลขทีป่ระจาํตัวประชาชน   3 6399 00091 73 5  

       4.3 ตาํแหน่งทางวชิาการ อาจารย์ 

       4.4 หน่วยงาน สถาบนัเวจิยัทคโนโลยีชีวภาพและวิศวกรรมพนัธศุาสตร์ 

 จฬุาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 

 อาคารสถาบนั 3 เขตปทมุวนั กรุงเทพฯ 10330 

       โทรศัพท์ 02-218-8078  โทรสาร  02-253-3543 

        E-mail nanthika.k@chula.ac.th 

 

 

 

 



       4.5 ประวัตกิารศึกษา 

ปีที่จบ

การศึกษา 
ระดับปริญญา อักษรย่อ สาขาวชิา สถาบนั ประเทศ 

2539 

2542 

2547 

ตรี 

โท 

เอก* 

วท.บ. 

วท.ม. 

วท.ด. 

ชีวเคมีและชีวเคมีเทคโนโลยี 

เทคโนโลยีชีวภาพ 

เทคโนโลยีชีวภาพ 

มหาวิทยาลยัเชียงใหม่ 

จฬุาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 

จฬุาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 

ไทย 

ไทย 

ไทย 

         

4.6 สาขาวชิาที่มีความชํานาญ (แตกต่างจากวุฒกิารศึกษา) ระบุสาขาวชิาการ 

 Immunology: Monoclonal Antibody Production, Protein Purification 

4.7 ประสบการณ์ที่เกี่ยวข้องกับการบริหารงานวจัิยทัง้ภายในและภายนอกประเทศ  

4.7.1   ผู้ อํานวยการแผนงานวิจยั – ไม่มี 

   4.7.2   หวัหน้าโครงการวจิยั    

    สารยบัยัง้จลุนิทรีย์จากเพรียงทราย  

    การผลติโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อเตตราไซคลนิเพ่ือพฒันาชดุ 

   ตรวจสอบด้วยวิธี เอนไซม์ลงิค์อมิมโูนซอร์เบนท์เอสเสย์ (ปีท่ี 1) 

   4.7.3  งานวิจยัท่ีทําเสร็จแล้ว 

   ผลงานวิจยัทีตี่พิมพ์ในวารสารนานาชาติ 

                    1.  Techaprempreecha S, Khongchareonporn N, Chaicharoenpong C, Aranyakananda P, 

Chunhabandit S and Petsom A. 2011. Nutitional  composition of farmed and wild sandworms, Perinereis 

nuntia. Animal Feed Science. 169:265-269 

 



2. Khamjing W, Khongchareonporn N and Rengpipat S. 2011.Detection by using monoclonal  
 antibodies of Yersinia enterocolitica in artificially contaminated pork. Microbiology and Immunology. 55: 605- 
 615. 

   3.   Panchan N, Sithigorngul P, Chaivisurhangkuru P, Longyant S, Sithigorngul W and Petsom 

A. 2005. Production of monoclonal antibodies specific to eyestalk neuropeptides of Penaeus monodon using 

sinus gland section and immunosuppression technique. ScienceAsia. 31: 29-35.  

4. Panchan N, Bendena WG, Browser P, Lungchukiet P, Tobe SS, Sithigorngul W,  
Chaivisurhangkuru P, Rangsiruji A, Pewnim T and  Sithigorngul P. 2003. Immunolocalization of allatostatin-like 
neuropeptides and their putative receptor in eyestalk of the giant tiger prawn Penaeus monodon. Peptide. 
24(10):1563-1570. 

5. Sithigorngul P, Panchan N, Chaivisurhangkuru P, Longyant S, Sithigorngul W and Petsom A.  
2002. Differential expression of CMG peptide and crustacean hyperglycemic hormone (CHHs) in the eyestalk 
of the giant tiger prawn Penaeus monodon. Peptide. 23: 1934-1952 

6.   Sithigorngul P, Pupurm J, Krungkasem C, Longyant S, Panchan N, Chaivisurhangkuru P and  

Sithigorngul W. 2002. Four novel PYFs: members of NPY /PP peptide superfamily from the  the eyestalk of the 

giant tiger prawn Penaeus monodon. Peptide. 23: 1895-1906. 

7. Sithigorngul P, Saraithongkum W, Longyant S, Panchan N, Sithigorngul W and Petsom A.  

2001. Three more novel FMRFamide-like neuropeptide sequences from the giant freshwater prawn 

Macrobachium rosenbergii. Peptide. 22 : 191-197. 

8. Sithigorngul P, Panchan N, Vilaivan T, Sithigorngul W and Petsom. 1999. Immunochemical  
analysis and immunocytochemical localization of crustacean hyperglycemic hormone from the giant 
freshwater prawn Macrobachium rosenbergii. Comp Biochem Physiol B. 124 : 73-80. 
 

Proceeding 

1. Noiprapai  K, Khongchareonporn N and Rengpipat S. 2011. Production of monoclonal  
antibodies against Vibrio parahaemolyticus. The 23 Annual Meeting of the Thai Society  for Biotechnology. 
February 1-2, 2012. Bangkok, Thailand. 
  



2. Nuntanidvorakul P, Komolpis K and Khongchareonporn N. Production and characterization  
of  monoclonal antibody against ciprofloxacin. 1st ASEAN Plus Three Graduate Research  Congress. March 1-
2, 2012. Chiang Mai, Thailand. 

3.    Wongtangprasert T, Palaga T, Komopis K and Khongchareonporn N. Development of  

oxytetracycline test kit using enzyme-linked immunosorbent assay technique. International Conference on 

Asia Agriculture and Animal (ICAAA 2011). July 2-3, 2011. Hong Kong. 

4.   Tesvichian S, Komolpis K, Khongchareonporn N, Puthong S, Pimpitak U and Buakeaw A.  

Development of  tetracycline test kit using enzyme-linked immunosorbent assay technique. The 3th 

Technology and Innovation for Sustainable Development International Conference (TISD2010).  4-6 March 

2010. Faculty of Engineering, Khon Kaen University, Thailand. 

5.   Khongchareonporn N, Komolpis K and Puthong S. Production and Characterization of 

monoclonal antibodies against oxytetracycline. The 1st CMU  Graduate Research conference . 27th 

November 2009. Chiangmai University, Chiangmai, Thailand. 

6 .  Kanchanabanca C, Komolpis K and Khongchareonporn N. Production and characterization 

of monoclonal antibodies against tetracycline. 9th National Grad Research Conference. 14-15 March 2008. 

Burapha University, Bangsaen Chonburi, Thailand. p: 185. 

7.   Khamjing W, Khongchareonporn N and Rengpipat. Production of monoclonal antibodies 

against Yersinia enterocolitica. 9th National Grad Research  Conference. 14-15 March 2008. Burapha 

University, Bangsaen Chonburi, Thailand. p: 120. 

8.   Kongkavitoon P, Khongchareonporn N and Komolpis K. Production and characterization of  

monoclonal antibodies against ractopamine. The 20th Annual Meeting and international Conference of the 

Thai Society for Biotechnology “TSB 2008 : Biotechnology for Global Care”. October 14th-17th,2008. Taksila 

Hotel, Maha Sarakham, Thailand. p: 138. 

 



9.   Saneewong S, Khongchareonporn N and Komolpis K. Development of norfloxacin test kit 

using enyme-linked immunosorbent assay technique. The 20th Annual Meeting and international Conference 

of the Thai Society for Biotechnology “TSB 2008 : Biotechnology for Global Care”. October 14th- 17th,2008. 

Taksila Hotel,  Maha Sarakham, Thailand. p: 129. 

Poster 

1. Techaprempreecha S, Khongchareonporn N, Chaicharoenpong C, Aranyakananda P,  

Chunhabandit S and Petsom A. Proximate composition of farmed and wild sandworms (Perinereis nantia 

Savigny). 4th International Greek Biotechnology Forum. 2-3 February 2008. Zappeio, Megaro, Athens.  

4.7.4  งานวิจยัท่ีกําลงัทํา 

1. การพฒันาชดุตรวจสอบแรกโตปามีนด้วยวธีิ Enzyme-linked Immunosorbent Assay   (ELISA)  แหลง่ 

          ทนุ มหาวทิยาลยัวจิยัแหง่ชาติ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั  ปี 2555 การวิจยัลลุว่งไปแล้วประมาณร้อยละ 70   

 2.การพฒันาชดุตรวจสอบเตตราไซคลิน โดยวิธีเอนไซม์ลงิค์อมิมโูนซอร์เบนท์เอสเสย์  (ELISA)  แหลง่ทนุ      

          งบประมาณแผน่ดิน ปี 2555 การวิจยัลลุว่งไปแล้วประมาณร้อยละ 50   

5. ผู้ร่วมโครงการคนที่ 4 

     5.1  ช่ือ-สกุล   นางสาวอมุาพร พิมพิทกัษ์ 

Ms. Umaporn Pimpitak      

     5.2 เลขที่ประจาํตัวประชาชน   3 1020 02537 911 

     5.3 ตาํแหน่งทางวชิาการ นกัวจิยั 

     5.4 หน่วยงาน สถาบนัเวจิยัทคโนโลยีชีวภาพและวิศวกรรมพนัธศุาสตร์ 

 จฬุาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 

 อาคารสถาบนั 3 เขตปทมุวนั กรุงเทพฯ 10330 



       โทรศัพท์ 02-218-8076  โทรสาร  02-253-3543 

         E-mail umaporn.p@chula.ac.th 

     5.5 ประวัตกิารศึกษา 

มหาวทิยาลัย ปริญญา สาขาวชิา ปีที่ได้รับ พ.ศ. 

จฬุาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 

มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีราชมงคล 

ปริญญาโท 

ปริญญาตรี 

เทคโนโลยีชีวภาพ 

เทคโนโลยีชีวภาพ 

2549 

2542 

 

     5.6 สาขาวชิาการที่มีความชํานาญพเิศษ 

การเพาะเลีย้งเซลล์ การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี การเตรียมชุดตรวจ ELISA และการทดสอบประสิทธิภาพชุด

ตรวจ 

     5.7 ประสบการณ์ที่เกี่ยวข้องกับการบริหารงานวจิัยทัง้ภายในและภายนอกประเทศ   

               5.7.1  ผู้ อํานวยการแผนงานวจิยั : ไม่มี 

               5.7.2  หวัหน้าโครงการวิจยั : ไม่มี 

               5.7.3  งานวิจยัท่ีทําเสร็จแล้ว (ระบแุหลง่พิมพ์และปีท่ีพิมพ์)  

  1 .  Pimpitak U., Puthong, S., Komolpis, K., Petsom, A., Palaga T. (2009) Development of a monoclonal 

antibody-based enzyme-linked immunosorbent assay for detection of the furaltadone metabolite, AMOZ, in fortified shrimp 

samples. Food Chemistry 116: 785-791 

              5.7.4 งานวิจยัท่ีกําลงัทํา  

 1.การพฒันาชดุตรวจด้วยวิธีเอนไซม์ลิงค์อิมมโูนซอร์เบนท์เอสเสย์ของอนพุนัธ์ของสารไนโตรฟแูรน 

 2.การพฒันาชุดตรวจด้วยวิธีเอนไซม์ลิงค์อิมมูโนซอร์เบนท์เอสเสย์ของอนุพนัธ์ของสารไนโตรฟูแรน: อะมิ

โนไฮแดนโทอิน 



 3. การพฒันาแถบทดสอบสําเร็จรูปสําหรับการตรวจสารกลุม่ฟลอูอโรคิวโนโลนในผลิตภณัฑ์อาหาร 

4. การพฒันาชดุตรวจวิเคราะห์โพรเจสเทอโรนในนํา้นมโคด้วยวิธีเอนไซม์ลงิค์อมิมิวโนซอร์เบนต์แอสเสย์ 
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