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 เตตราไซคลิน (TC) เปนสารปฏิชีวนะที่มีขอบเขตการออกฤทธิ์ในวงกวางในการยับยั้งการเจริญของ
แบคทีเรียกอโรคชนิดแกรมบวกและแกรมลบ ดังนั้นจึงถูกนํามาใชอยางแพรหลายในการรักษาโรคติดเชื้อในสัตว
และมนุษย เนื่องจากการตกคางของ TC ในผลิตภัณฑจากสัตวสามารถเปนสาเหตุของการดื้อยาในมนุษย จึง
จําเปนตองมีการตรวจการตกคางของสารในผลิตภัณฑดังกลาว งานวิจัยนี้จึงมุงที่จะผลิตโมโนโคลนอล-
แอนติบอดีตอ TC เพื่อใชในการพัฒนาชุดตรวจดวยวิธี ELISA โดยทําการเชื่อม TC กับโปรตีนอัลบูมินจากซีรัม
ของวัวที่ถูกเติมประจุบวกและใชเปนตัวกระตุนภูมิคุมกันของหนูทดลองสายพันธุ BALB/c จํานวน 5 ตัว หนู
ทดลองทุกตัวตอบสนองโดยการสรางแอนติบอดีตอ TC และมีระดับแอนติบอดี 1:64000 ถึง 1:512000 เพื่อสราง
เซลลไฮบริโดมาที่หล่ังแอนติบอดีตอ TC จึงทําการหลอมรวมเซลลมามของหนูทดลองกับเซลลมัยอีโลมา NSI 
พบวาไดเซลลไฮบริโดมาที่ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ TC จํานวน 3โคลน คือ 7-C4, 12-3F และ 5-9H 
จากการศึกษาลักษณะสมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ได พบวาเปนไอโซไทปชนิด IgG1, IgG2a และ IgG1 
ตามลําดับ มีความไวซึ่งคํานวณในรูปของคาความเขมขนของสารที่นอยที่สุดที่สามารถตรวจวัดได มีคาเทากับ 2, 
16 และ 56 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร (ppb) ตามลําดับ และโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดนี้มีความจําเพาะตอสารใน
กลุม TCs ที่นํามาทดสอบ คือ ออกซิเตตราไซคลิน (OTC) คลอเตตราไซคลิน (CTC) ดอกซิไซคลิน (DC) และ 
โรลิเตตราไซคลิน (RTC) อยูในชวง 2 ถึง 307 เปอรเซ็นต และไมเกิดปฏิกิริยาขามกับสารปฏิชีวนะในกลุมอ่ืนๆที่
นํามาทดสอบ ดังนั้นโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่เตรียมไดนี้จึงมีศักยภาพในการนําไปใชในการพัฒนาชุด
ตรวจสอบโดยหลักการภูมิคุมกันสําหรับตรวจวัด TC ได  
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 Tetracycline (TC) is a broad-spectrum antibiotic used against a wide range of Gram-positive and 
Gram-negative bacteria. It is, Therefore, widely used to treat diseases in livestock and human. Since TC 
residue in livestock products can cause drug resistance in human, it is essential to detect its residue in the 
products. The aim of this work was to generate monoclonal antibodies against TC for uses in ELISA test kit 
development. TC conjugated to cationized bovine serum albumin was used as an immunogen to immunize five 
BALB/c mice. All mice responsed by producing antibodies against TC and gave antiserum titers 1:64000 to 
1:512000. To generate hybridoma cell secreting antibody against TC, fusions of splenocytes and myeloma 
cells NSI were performed yielding three hybridoma clones, 7-C4, 12-3F and 5-9H, which produce monoclonal 
antibodies against TC. Isotype, sensitivity and specificity of monoclonal antibodies from these three clones 
were characterized. The isotype of these clones was IgG1, IgG2a and IgG1, respectively. Their sensitivities 
calculated as limit of detection were 2, 16 and 56 ppb, respectively. The monoclonal antibodies were highly 
specific to antibiotics in TCs group, oxytetracycline (OTC), chlortetracycline (CTC), doxycycline (DC) and 
rolitetracycline (RTC) ranging from 2 to 307% and did not cross react with other tested antibiotics. Thus, these 
monoclonal antibodies have a potential use in the development of an immunoassay-based test kit for detecting 
TC. 
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บทที่  1 

บทนํา 

1.1 ความเปนมาและความสําคญัของปญหา 

เตตราไซคลิน (Tetracyclines; TCs) เปนกลุมสารที่มีฤทธิ์เปนสารปฏิชีวนะ 
(antibiotic) ประกอบดวยสารเชน เตตราไซคลิน (Tetracycline; TC) ออกซีเตตราไซคลิน 
(Oxytetracycline; OTC) และ คลอเตตราไซคลิน (Chlortetracycline; CTC) เปนตน มีคุณสมบัติ
ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียทั้งแกรมบวกและแกรมลบ โดยออกฤทธิ์ขัดขวางการจับของ tRNA 
บนไรโบโซมของเชื้อทําใหสามารถยับยั้งการสังเคราะหโปรตีนของเชื้อแบคทีเรียได จึงนิยม
นํามาใชในการปองกันและรักษาโรคติดเชื้อในสัตวอยางแพรหลาย เชน ในสุกร โค ไก และผึ้ง แต
อยางไรก็ตามทีการนําสารเหลานี้ไปใชในทางที่ไมถูกตอง โดยนํามาผสมกับอาหารเพื่อใหสัตว
รับประทานติดตอกันเปนระยะเวลานานเพื่อเปนการปองกันโรค ทําใหสัตวมีการเจริญเติบโตที่ดี แต
จากการใชยาเปนระยะเวลานานจะมีผลทําใหเกิดการสะสมของยาและสารเคมีในอวัยวะตางๆของ
รางกายสัตวได เชน ในเนื้อ ไข น้ํานม หรือน้ําผ้ึง  จากการสํารวจของสหรัฐอเมริกาเมื่อป ค.ศ. 1993 
ตรวจพบ TC ตกคางอยูในสัตวถึง 4% ของสัตวที่มียาตกคางอยู (Lee และคณะ, 2001) การตกคางใน
เนื้อสัตวและผลิตภัณฑสัตว สงผลกระทบตอผูบริโภคผลิตภัณฑจากสัตวนั้น อาจกอใหเกิดการเปน
พิษหรือการแพในผูบริโภค รวมถึงการเกิดการดื้อยาในเชื้อกอโรคโดยเฉพาะเชื้อแกรมลบได  
(De Wasch และคณะ, 1998) จากสาเหตุดังกลาว ทําใหแตละประเทศหันมาเนนเรื่องความปลอดภัย
ของอาหารโดยมีการตรวจสอบการตกคางของสาร TC ในผลิตภัณฑอาหารเหลานี้ รวมทั้งประเทศ
ไทยอาหารที่จัดไดวาไดมาตรฐานตามประกาศกระทรวงสาธารณสุขตองพบปริมาณสาร TC 
ปนเปอนในผลิตภัณอาหารจากสัตว ไดแก กลามเนื้อ ตับ ไต ไข และ นม นอยกวา 0.1, 0.3, 0.6, 0.2 
และ 0.1  ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ppm) ตามลําดับ (กระทรวงสาธารณสุข, 2544)  และไมอนุญาต
ใหตกคางในน้ําผ้ึงเกิน 0.025 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (สุรัติวดี ภาคอุทัย และกนกวรรณ ศรีงาม, 
2547) ในสหรัฐอเมริกาไดกําหนดคาปริมาณที่มากที่สุดที่สามารถตกคางได (Maximum Residue 
Limit; MRL) สําหรับ TC ในกลามเนื้อ ตับ และ ไต เปน 0.2, 0.6 และ 1.2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
(Zhang และคณะ, 2007) ดังนั้นจึงจําเปนตองมีการตรวจวิเคราะหหาสารตกคางของ TC ในเนื้อสัตว
และผลิตภัณฑสัตวกอนการสงออกในหองปฏิบัติการซึ่งมีหลายวิธี เชน ใชวิธีทางเคมีดวยเครื่อง 
High Performance Liquid Chromatography (HPLC) และ Liquid Chromatography-Mass 
Spectrometry (LC-MS) การตรวจโดยวิธีเหลานี้สามารถหาปริมาณสารตกคางไดถูกตองและแมนยํา
สูง แตเครื่องมือมีราคาแพง ใชเวลานานในการเตรียมตัวอยาง และตองอาศัยผูเชี่ยวชาญในการ
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วิเคราะห นอกจากนี้ยังมีชุดตรวจสอบที่ใชหลักการของวิธี colorimetric method (แพรวพรรณ  
หองทองแดง ดรุณี กอเซาะ และ มนวิภา จารุตามระ, 2548) โดยปฏิกิริยาการเกิดสีที่แตกตางกัน
ระหวางน้ํายาทดสอบกับยาแตละชนิด มีวิธีการไมยุงยาก ราคาถูก ใชงาย ใหผลรวดเร็ว แตมี
ขอจํากัดคือปริมาณต่ําสุดที่ตรวจสอบไดคอนขางสูง (ระดับ ppm) เมื่อเทียบกับวิธีอ่ืนๆ 

สําหรับเทคนิคการตรวจวิเคราะหสารตกคางโดยใชหลักการภูมิคุมกันวิทยา เชน 
Enzyme-linked immunosorbent Assay (ELISA) เปนเทคนิคที่ใชกันอยางกวางขวางในการตรวจหา
สารตกคางในสัตวและผลิตภัณฑจากสัตว โดยอาศัยหลักการตรวจวัดแอนติเจน โดยการใช
แอนติบอดี ที่จําเพาะกับแอนติเจน ซ่ึงวิธีนี้เปนวิธีการที่ประหยัด รวดเร็ว มีความแมนยําสูง สามารถ
หาสารตกคางปริมาณนอยไดถึงระดับนาโนกรัมตอมิลลิลิตร (ppb) การตรวจสอบโดยวิธี ELISA นี้
เปนวิธีที่ไมใชเครื่องมือที่ซับซอน สามารถตรวจสอบตัวอยางเบื้องตนไดเปนจํานวนมากเพื่อเปน
การคัดกรองตัวอยางกอนที่จะนําไปตรวจโดยการใชเครื่องมือทางเคมี เชน LC-MS จึงทําใหตนทุน
ในการตรวจสารนี้ลดลง 

ในปจจุบันประเทศไทยนําเขาชุดตรวจสอบ ELISA จํานวนมากสําหรับตรวจหา
สารตกคาง ซ่ึงมีราคาสูงประมาณ 20,000 บาทตอชุด สามารถตรวจตัวอยางไดประมาณ 40 ตัวอยาง 
ดังนั้นการพัฒนาชุดตรวจสอบสําเร็จรูปใชเองจึงชวยลดการนําเขาชุดตรวจสอบจากตางประเทศได 
ซ่ึงการเตรียมชุดตรวจสอบนั้น ตองมีการเตรียมแอนติบอดีซ่ึงเปนองคประกอบหลักของชุด
ตรวจสอบ ดังนั้นโครงการนี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่อผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี ที่จําเพาะตอ TC 
และมีลักษณะสมบัติเหมะสมสําหรับนําไปใชในการพัฒนาเปนชุดตรวจหาสารตกคาง TC โดยใช
วิธี ELISA ตอไป 

1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย 

1) ผลิตโมโนโคลนที่สรางโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ TC   
2) ศึกษาลักษณะสมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตได 

1.3 ขอบเขตของการวิจัย 

1) คนควาและรวบรวมขอมูลที่เกี่ยวของกับงานวิจยั 
2) เตรียมแอนติเจนที่ใชในการฉีดกระตุนภูมิคุมกันหนู 
3) ฉีดกระตุนระบบภูมิคุมกันของหนูใหสรางแอนติบอดีตอ TC 
4) หลอมรวมเซลลและคัดเลือกเซลลไฮบริโดมาที่สรางโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ TC   
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5) ศึกษาลักษณะสมบัติเบื้องตนของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ได 
6) ทําแอนติบอดใีหบริสุทธิ์ 
7) วิเคราะหสรุปผลการทดลองและเขียนวิทยานิพนธ 

1.4 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

ไดโมโนโคลนที่ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ TC และทราบลักษณะสมบัติ
ของแอนติบอดีที่คัดเลือกได 
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บทที่  2 

เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ 

2.1 แนวคิดและทฤษฎ ี  

2.1.1 ที่มาและกลไกการออกฤทธิ์ของสารเตตราไซคลิน (Tetracycline; TC) 

สารกลุมเตตราไซคลิน (Tetracyclines; TCs) เปนสารที่ผลิตขึ้นเพื่อใหออกฤทธิ์ใน
วงกวางทําลายแบคทีเรียทั้งแกรมบวกและแกรมลบ สารในกลุมนี้ผลิตขึ้นมาจากเชื้อราในตระกูล 
Streptomyces สารตัวแรกที่คนพบคือคลอเตตราไซคลิน (Chlortetracycline; CTC) คนพบในป 
1048 โดยแยกไดจากเชื้อ Streptomyces aureofaciens อีก 2 ปตอมาก็คนพบออกซิเตตราไซคลิน 
(Oxytetracycline; OTC) โดยแยกไดจากเชื้อ Streptomyces rimosus ตอมาในป 1952 สามารถผลิต
สารกลุมนี้ในรูปกึ่งสังเคราะหขึ้นมาได โดยการดึงเอาอะตอมของคลอรีนออกจาก CTC สารที่ผลิต
ไดใหมนี้จะเรียกวาเตตราไซคลิน (Tetracycline; TC) เหมือนชื่อกลุมสาร ในปจจุบันนี้ไดมีการผลิต
สารในกลุมนี้ตัวใหมขึ้นมาใชอีกหลายตัว ไดแกดอกซีไซคลิน (Doxycycline; DC) ดีมีคลอไซคลิน 
(Demechlocycline; DMC) เมธาไซคลิน (Methacycline; MC) และโรลิเตตราไซคลิน 
(Rolitetracycline; RTC) (กมลชัย ตรงวานิชนาม, 2547) 

กลไกการออกฤทธิ์ของสารในกลุม TC สามารถเกิดไดหลายแบบ ดังนี้ 
1) Active chelation ของไอออนบวก (cation) โดยจะไปเกาะกับแมกนีเซียม 

แมงกานีส และแคลเซียม ยับยั้งการเกิด oxidative phosphorylation ใน 
ไมโตคอนเดรียของเซลลรางการสัตว 

2) ยับยั้งระบบเอนไซมที่จําเปน โดย CTC จะยับยั้งเอนไซม organic nitroreductase 
ของเซลลแบคทีเรีย 

3) ขัดขวางการสรางโปรตีนของเซลลแบคทีเรียที่กําลังเจริญแบงเซลล ซ่ึงเปนการ
ออกฤทธิ์ที่สําคัญของสารกลุมนี้ โดยจะไปเกาะกับสวน ไรโบโซมยอย 50s ของ 
70s ไรโบโซม ของเชื้อแบคทีเรีย ไปขัดขวางการขนยายกรดอะมิโน จาก 
aminoacyl t-RNA ไปยังสวนพอลิเปปไทด ทําใหแบคทีเรียหยุดการเจริญและแบง
เซลล (bacteriostatic) 
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ขอบเขตการออกฤทธิ์ของสารในกลุม TCs แบงออกไดดังนี้ 
1) ออกฤทธิ์วงกวาง (broad spectrum) ตอเชื้อแบคทีเรียทั้งแกรมบวกและแกรมลบ 

โดยสารจะไปออกฤทธิ์ยับยังการเจริญและแบงเซลลของเชื้อแบคทีเรีย โดยจะออก
ฤทธ์ิไดดีตอเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกมากกวาเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ โดยเชื้อ
แบคทีเรียที่ไวตอสารในกลุมนี้ไดแก β-hemolytic Streptococci, nonhemolytic 
Streptococci, Clostridium, Brucella, Hemophius และ Klebsiella 

2) ออกฤทธิ์ทําลาย pathogenic agent บางชนิดที่สารปฏิชีวนะชนิดอื่นทําลายไมได 
เชน Rickettsiae, ไวรัสขนาดใหญ เชน Psittacosis ในสัตว และ 
Lymphogranuloma venereum ในคน 

3) ออกฤทธิ์ทําลายเชื้อ Mycoplasma, Spirochete และ Actinomycetes 
4) ถาใหปริมาณสูงๆจะออกฤทธิ์ทําลายเชื้อโปรโตซัวได 

2.1.2 สูตรโครงสรางทางเคมี ลักษณะ และสมบัติของสารในกลุม TCs 

สารทุกตัวในกลุม TCs จะมีโครงสรางหลักที่เหมือนกันคือ hydronapthacene 
skeleton หรือเรียกวา Tetracycline nucleus ดังรูปที่ 2.1 

 

รูปที่ 2.1 สูตรโครงสรางทางเคมีของสารในกลุม TCs 
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สาร TCs ในรูปผงผลึกจะมีสีเหลือง ไมมีกล่ิน และมีรสขมเล็กนอย เก็บไวไดนาน 
สารกลุมนี้ในรูปเปนเบสจะละลายน้ําไดเล็กนอยที่ pH 7 ละลายไดเพียง 0.25-0.5 มิลลิกรัมตอน้ํา 1 
มิลลิลิตร สารในกลุม TCs จัดเปน amphoteric compound สามารถเกิดเปนเกลือกับกรดหรือดาง 
เชน การเกิดเกลือกับกรดไฮโดรคลอริก เกลือของสารกลุมนี้จะสามารถละลายน้ําไดดี สารกลุม TC 
ในรูปเกลือไฮโดรคลอไรดมักนิยมใหกินในรูปแคปซูล แตสารนี้จะเกิดเปนสารประกอบโลหะ
เชิงซอนกับ chelating agent และไอออนของโลหะเชน แคลเซียม แมกนีเซียม และเหล็ก จึงอาจเกิด
สารประกอบเชิงซอนที่ไมสามารถถูกดูดซึมในทางเดินอาหารได ฤทธิ์ของสารที่ใหกินจึงขึ้นกับสาร
สวนที่ไมจับกับไอออนของโลหะเนื่องจากจะถูกดูดซึงเขาสูรางกายโดยตรง ตามปกติ pH ของ
ทางเดินอาหารและ pKa ของสารกลุมนี้หมาะสําหรับการที่สารจะถูกดูดซึมเขาไปออกฤทธิ์ใน
รางกาย (กมลชัย ตรงวานิชนาม, 2547) 

สารในกลุม TCs ที่นิยมใชในทางสัตวแพทย ไดแก 
1) Tetracycline hydrochloride (TC-HCl) มีช่ือทางการคาตามบริษัทที่ผลิตไดแก 

Achromycin, Panmycin และ Polycycine เปนตน มีลักษณะเปนผงผลึกสีเหลือง ไมมี
กล่ิน และละลายน้ําไดดี ถูกทําลายไดงายโดยสารละลายดางแก และสารละลายกรดที่มี 
pH ต่ํากวา 2 

2) Oxytetracycline hydrochloride (OTC-HCl) มีช่ือทางการคาวา Terramycin มีลักษณะ
เปนผงผลึกสีเหลือง มีรสขม และไมมีกล่ิน ละลายไดดีในน้ําและสารละลายอินทรีย 
นิยมใหโดยการฉีดเขากลามเนื้อ 

3) Chlortetracycline hydrochloride (CTC-HCl) มีช่ือทางการคาวา Aureomycin มี
ลักษณะเปนผงผลึกสีเหลือง ไมมีกล่ิน มีรสขม และละลายน้ําไดเพียงเล็กนอย มี
ลักษณะเปนกรดสูงเมื่ออยูในรูปสารละลายจึงไมแนะนําใหฉีดเขากลามเนื้อเพราะจะ
ทําใหกลามเนื้อเกิดการระคายเคืองและเกิดเนื้อตายได 

4) Doxycycline monohydrate (DC) เปนสารที่ดูดซึมไดดีและขับถายออกชากวาสารใน
กลุม TCs ตัวอ่ืนๆจึงทําใหสารออกฤทธิ์ไดนาน มีคากึ่งชีวิตในกระเลือดนานถึง 19-20 
ช่ัวโมง ขนาดสารที่ใหจึงนอยกวาและไมตองใหบอยเหมือนสารตัวอ่ืนในกลุม 

2.1.3 การเปลี่ยนแปลงของ TC เมื่อเขาสูรางกาย 

ในพวกสัตวกินเนื้อภายหลังจากใหสารในกลุม TCs สารจะถูกดูดซึมไดดีใน
กระเพาะอาหารและลําไสเล็กสวนตน สารกลุมนี้จะเกาะกับโปรตีนในพลาสมาแบบไมถาวร จะ
แพรกระจายไปทั่วรางกายโดยพบปริมาณเขมขนสูงสุดที่ ไต ตับ มาม และปอด สามารถ
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แพรกระจายผานรกไปยังลูกออนจึงสามารถตรวจพบสารในเปลือกไขไกและไกงวงได ภายหลัง
จากที่ดูดซึมแลวสารบางสวนจะไปอยูที่ตับแลวขับออกมากับน้ําดีและถูกดูดซึมที่ลําไสเล็กอีก
เรียกวาการเกิด enterohepatic recycling (รูปที่ 2.2) จึงยังมีสารบางสวนคงอยูในเลือดเปนเวลานาน 
ซึ่งตางจากสารปฏิชีวนะชนิดอ่ืนๆที่ขับถายออกจากรางกายอยางรวดเร็ว โดยจะสามารถขับถายได
ทั้งทางปสสาวะโดยผานไต ทางอุจจาระ และทางน้ํานม สารกลุม TCs มีการเปลี่ยนแปลงหลาย
ระดับ แตที่พบสวนใหญในปสสาวะ อุจจาระ และในเนื้อเยื่อจะอยูในรูป TC ตั้งตน ในอุจจาระจะ
พบสาร TC ในรูปเดิมไมเปลี่ยนแปลงอยูถึง 30% (กมลชัย ตรงวานิชนาม, 2547) 

 

รูปที่ 2.2 การเกิด enterohepatic recycling ของสารกลุม TCs 

ถึงแมสารจะถูกขับถายออก แตก็มีสารบางสวนที่ตกคางอยูในรางกายสัตวได 
เพราะฉะนั้นจึงตองมีการกําหนดระยะเวลาที่หยุดใหสารปฏิชีวนะกลุมนี้กอนสงโรงฆา (withdrawal 
time) ดังตัวอยางแสดงในตาราง 2.1  

ตาราง 2.1 ระยะเวลาที่หยุดใหใหสารปฏิชีวนะในกลุม TCs กอนสงโรงฆาของสัตวชนิดตางๆ 

สาร 
ระยะเวลาที่หยุดใหสารกอนสงโรงฆา (วัน) 

โค สุกร ไก 
TC-HCl 5 4 - 

OTC-HCl 7 26 0 
CTC-HCl 3 5 1 

หมายเหตุ สัญลักษณ (-) ไมมีรายงาน 
ที่มา: กมลชัย ตรงวานิชนาม, 2547 
 

Blood circulation 

Liver 

Hepatic portal 
system Gall bladder 

Small intestine 
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2.1.4 พิษของสารตกคาง TC  

การเกิดการตกคางของสาร TCs ในผลิตภัณฑอาหารตางๆในระดับนอยกวา 1 
มิลลิกรัมตอลิตร (ppm) จะไมเกิดผลเฉียบพลันตอผูบริโภค แตอาจทําใหเกิดอันตรายตอสุขภาพของ
ผูบริโภคไดในระยะยาว เนื่องจากการที่สารตกคางในเนื้อสัตวและผลิตภัณฑจากสัตวที่บริโภคเขา
ไปมีปริมาณนอยไมถึงกับขนาดที่ใชรักษาโรค จึงไมทําใหเชื้อโรคที่มีในรางการตายแตกลับทําให
เชื้อโรคนั้นปรับตัวและดื้อตอยา ทําใหเกิดปญหาการรักษาโรคในภายหลังได และถาตรวจพบใน
ระดับ 5-7 มิลลิกรัมตอลิตร อาจทําเกิดอันตรายตอรางการของผูบริโภคไดโดยเฉพาะในผูปวย
โรคเบาหวานหรือผูที่มีภูมิคุมกันบกพรอง โดยจะสามารถทําลาย normal flora จนทําใหเกิดการติด
เช้ือแทรกซอนจากเชื้อรา และแบคทีเรียอ่ืนๆ ทําใหมีอาการทองเดิน มีไขจากเชื้อ Staphylococci เกิด
การติดเชื้อรา Candida albicans ในชองปาก ลําคอ ชองคลอด หรือทางเดินอาหาร มีผลตอกระดูก
และฟน โดย TC จะไปจับกับแคลเซียมที่กระดูกและฟน ยับยั้งการเจริญของกระดูกและฟน สารที่
เกาะบริเวณฟนจะทําใหฟนมีสีน้ําตาลและเมื่อถูกแสงสีน้ําตาลจะยิ่งเขมขึ้น เนื่องจากสารกลุมนี้
สามารถผานรกได ดังนั้นถาใชขณะตั้งครรภจะทําใหฟนน้ํานมของทารกมีสีน้ําตาลแตจะไมมีผลกับ
ฟนแท นอกจากนี้สาร TCs ทุกชนิดยังทําใหผิวหนังแพตอแสง ผิวไหม และรูสึกชาบริเวณที่ถูกแสง
เปนตน (ปริญญา มาสวัสดิ์, 2550) 

2.1.5 มาตรฐานสารตกคาง TC  

องคกรตางๆ เชน EU, โครงการมาตรฐานอาหารเอฟ เอ โอ /ดับลิว เอช โอ (Joint 
FAO/WHO Food Standard Programme; Codex), FDA (Food and Drug Administration) และ 
Japanese Ministry of Health ไดมีการกําหนดมาตรฐานปริมาณของสารกลุม TCs ที่มนุษยจะรับได
ในแตละวัน (acceptable daily intake; ADI) และระดับสูงสุดที่อนุญาตใหตรวจพบไดในอาหาร 
(Maximum Residue Limits; MRLs) (ตารางที่ 2.2) เพื่อความปลอดภัยตอสุขภาพของผูบริโภค  
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ตารางที่ 2.2 มาตรฐานปริมาณของสารกลุม TCs ที่มนุษยจะรับไดในแตละวัน (ADI) และระดับ
สูงสุดที่อนุญาตใหตรวจพบไดในอาหาร (MRLs) 

ผลิตภัณฑ
อาหาร 

ADI 
MRLs (mg/kg) 

Codex1 U.S. tolerance1 EU2 ประเทศไทย3 
กลามเนื้อ 

3 μg/kg  
ต อน้ํ า หนั ก
ตัวผูบริโภค 

0.2 2 0.1 0.1 
ตับ 0.6 6 0.3 0.3 
ไต 1.2 12 0.6 0.6 
ไข 0.2 - 0.2 0.2 
นม 0.1 0.3 0.1 0.1 
น้ําผ้ึง - - - 0.025 

หมายเหตุ 1: TC 
 2: ผลรวมของสารในกลุม TCs 
 3: OTC 
ที่มา: กระทรวงสาธารณสุข, 2544; สุรัติวดี ภาคอุทัย และกนกวรรณ ศรีงาม, 2547; Baynes, (n.d.); 

Pastor-Navarro และคณะ, 2007 

ประเทศไทยเปนประเทศผูผลิตและสงออกสินคาเกษตรและอาหารที่สําคัญของ
โลก ดังนั้นเพื่อเปนการพัฒนาและยกระดับผูผลิตของไทยใหสามารถผลิตสินคาเกษตรและอาหารที่
ปลอดภัยตอผูบริโภคใหไดมาตรฐานและเปนที่ยอมรับทั้งในประเทศและระหวางประเทศ 
กระทรวงเกษตรและสหกรณ จึงเห็นสมควรจัดทํามาตรฐานเรื่องขอกําหนดดานความปลอดภัย
สินคาเกษตรและอาหาร มาตรฐานนี้กําหนดขึ้นโดยอางอิงมาตรฐานและหลักเกณฑที่ประกาศโดย
องคกรมาตรฐานระหวางประเทศ ไดแก Codex สํานักงานเลขาธิการอนุสัญญาอารักขาพืชระหวาง
ประเทศ (International Plant Protection Convention; IPPC) และองคการโรคระบาดสัตวระหวาง
ประเทศ (Office International des Epizooties; OIE) และมาตรฐานของประเทศคูคาที่สําคัญ 
ประกอบกับขอมูลทางวิทยาศาสตรที่เกี่ยวของ 

คณะกรรมการมาตรฐานสินคาเกษตรและอาหารแหงชาติ (มกอช.) ไดประกาศ
ขอกําหนดดานความปลอดภัยสินคาเกษตรและอาหารในการประชุมเมื่อวันที่ 7 ธันวาคม 2548 โดย
ใหนิยามคําวายาสัตวตกคางวาหมายถึงสารประกอบตั้งตน (parent drug) และหรือสารที่เกิดจาก
กระบวนการเมทาบอลิสม (metabolism) และรวมถึงสารอื่นๆ ที่ติดมากับยาสัตว (associated 
impurities) ที่ตกคางในอวัยวะหรือผลิตผลของสัตวที่บริโภคได และใหขอกําหนดวาสินคาเกษตร
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และอาหารสามารถตรวจพบยาสัตวตกคางที่เกิดจากการใชยาสัตวที่ขึ้นทะเบียนอยางถูกตองตาม
กฎหมายไดไมเกินคา MRL ที่กําหนดไวดังตารางที่ 2.3 (สํานักงานมาตรฐานสินคาเกษตรและ
อาหารแหงชาติ [มกอช.], 2548) 

ตารางที่ 2.3 ขอกําหนดยาสัตวในกลุม TCs ตกคางที่ประกาศโดยคณะกรรมการมาตรฐานสินคา
เกษตรและอาหารแหงชาติในป 2548 

รายการสินคา 
ชนิดยาสัตวตกคาง 

(detection of recidue) 
MRL 

(mg/kg) 

เนื้อสัตวแชเยน็/แชเข็ง 
TC, OTC, CTC อยางหนึ่งอยางใด หรือผลรวม
ของสารทั้ง 3 ชนิด 

0.2 

เนื้อสัตวผานความรอน 
TC, OTC, CTC อยางหนึ่งอยางใด หรือผลรวม
ของสารทั้ง 3 ชนิด 

0.2 

กุงแชเย็น/แชแข็ง OTC 0.2 

ที่มา: มกอช., 2548 

2.1.6 ปญหาสารตกคางในกลุม TC ในประเทศไทย 

ประเทศไทยเปนประเทศสงออกสินคาอาหารทั้งในรูปสด กึ่งแปรรูป แปรรูป จาก
ขอมูลการสงออกสินคาปศุสัตวระหวางเดือนมกราคม - ธันวาคม 2550 ของกรมปศุสัตว พบวามี
มูลคารวมถึง 91,715 ลานบาท (กรมปศุสัตว, 2550) โดยประเทศผูนําเขาที่สําคัญ ไดแก ประเทศใน
กลุมประชาคมยุโรป สหรัฐอเมริกา และญี่ปุน แตประเทศไทยตองเผชิญกับปญหาการกีดกันทาง
การคาของเกือบทุกประเทศที่เปนคูคากับไทย โดยประเทศผูนําเขาสินคาอาหารสวนใหญไดใช
มาตรการในการคุมครองสุขภาพอนามัยและความปลอดภัยของผูบริโภคมาเปนขออาง ดังตัวอยาง
ในอดีตไดแก ประเทศญี่ปุนประสบปญหาเรื่องสารพิษตกคางของสารกําจัดแมลงในไกแชแข็ง 
ประเทศสหรัฐอเมริกาตรวจพบสารเจือปนในอาหารที่ประเทศสหรัฐอเมริกาไมอนุญาตใหใช 
ประเทศอิตาลีปฏิเสธการรับซ้ือปลาหมึกแชแข็งจากไทยเนื่องจากตรวจพบแคดเมี่ยมปนเปอนหลาย
ครั้ง และประเทศในกลุมประชาคมยุโรปหามใชสาร EDTA (ethylene diamine tetraacetate) ใน
อาหารทะเลกระปองเปนตน เปนผลใหประเทศไทยตองสูญเสียรายไดถึงปละกวาหนึ่งพันลานบาท 
(ดานิศ ทวีติยานนท และทัศนีย ลอชัยเวช, 2539) 
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สํานักงานคณะกรรมการอาหารและยา (อย.) ซ่ึงมีหนาที่รับผิดชอบโดยตรงในการ
คุมครองความปลอดภัยของผูบริโภค ไดตระหนักถึงความสําคัญของยาสัตวตกคางในอาหารซึ่งมี
ผลกระทบโดยตรงตอสุขภาพอนามัยของผูบริโภค ซ่ึงจากผลการตรวจวิเคราะหยาสัตวตกคางใน
เนื้อสัตวของกรมปศุสัตวตั้งแตป พ.ศ.2533-2542 พบปญหายาสัตวตกคางในอาหารทั้งปริมาณที่เกิน
กําหนดคา MRL ของ Codex และปญหาชนิดของยาสัตวตกคางในอาหารที่ยังไมมีกําหนดไวใน 
Codex โดยพบการตกคางในอาหารของสารในกลุม TCs ถึงรอยละ 40 (วารุณี เสนสุภา และปราณี 
เกียรติสุระยานนท, 2543) สงผลกระทบตอการคาระหวางประเทศเปนอยางมาก 

ในอุตสาหกรรมการเลี้ยงผ้ึง การแกไขปญหาการระบาดของโรคที่ เกิดจาก
จุลินทรียในตัวออนผึ้งที่กอใหเกิดความเสียหายทําใหตัวออนผ้ึงตาย ทําไดโดยการใชสารปฏิชีวนะ
เชน TC ซ่ึงทําใหมีสารตกคางอยูในน้ําผ้ึงเปนเหตุกอใหเกิดการกีดกันทางการคา จึงเกิดกระแสการ
ตอตานการใชยาปฏิชีวนะในการบําบัดและปองกันโรคที่เกิดจากแบคทีเรียข้ึน และประเทศผูซ้ึอ
ผลิตภัณฑจากผึ้งไดเกิดการตื่นตัวตรวจสอบสารปฏิชีวนะตกคางในน้ําผ้ึงทั้งหมดที่นําเขาจาก
ประเทศตางๆ รวมทั้งประเทศไทยดวย (สํานักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย [สกว.], 2546) 

สารปฏิชีวนะในกลุม TCs ที่นิยมนําไปใชอยางไมถูกตองโดยใชเปนสารเรงการ
เจริญเติบโตโดยใชผสมในอาหารสัตว ไดแก CTC และ OTC ทําใหสัตวที่ไดรับสารเหลานั้น
ปริมาณนอยๆ ติดตอกันเปนเวลานานเกิดการดื้อยาได นอกจากนี้ยังมีการใชปริมาณเกินที่กําหนด 
หรือไมหยุดใชยาตามระยะเวลาที่กําหนดกอนสงโรงฆา เปนสาเหตุใหเกิดการตกคางในเนื้อสัตวใน
ระดับที่สูงกวาคา MRL ปจจุบันไดประกาศหามนํายาปฏิชีวนะเกือบทุกชนิดรวมทั้ง CTC และ OTC 
มาผสมในอาหารสัตวโดยมีวัตถุประสงคเพื่อเรงการเจิญเติบโต (กระทรวงเกษตรและสหกรณ, 
2545)  

ในปจจุบันการเลี้ยงสัตวในระบบฟารมมาตรฐาน เกษตรกรตองดูแลฟารมไมใหมี
การใชยาที่หามใชในการเลี้ยงสัตว จึงไมสามารถรูไดวา อาหารสัตว ยาสัตว หรือปจจัยการผลิต
ตางๆที่นําไปใชเล้ียงสัตวมีสารที่หามใชหรือไม เนื่องจากไมมีเครื่องมือในการตรวจสอบที่จะ
สามารถทําไดในเบื้องตน แมวาการตรวจสอบสินคากอนการสงออกนั้นเปนส่ิงที่จําเปน แตตองใช
การลงทุนที่สูงมาก  การควบคุมการใชยาในสัตวโดยการสุมเก็บตัวอยางผลิตภัณฑจากสัตวมาตรวจ
ในหองปฏิบัติการนั้นมีขีดจํากัดที่ตองใชเครื่องมือราคาแพง บุคลากรตองมีประสบการณและความ
ชํานาญสูง ส้ินเปลืองคาใชจายและเวลามาก ดังนั้นการใชวิธีการตรวจสอบที่งาย รูผลรวดเร็ว และ
ราคาถูกจึงมีความจําเปนในการตรวจสอบเบื้องตน เพื่อเปนการคัดกรองตัวอยาง (screening test) ใน
พื้นที่กอนการวิเคราะหในหองปฏิบัติการ ประเทศไทยไดมีการนําเขาชุดตรวจสอบ ELISA จํานวน
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มากสําหรับตรวจหาสารตกคาง ซ่ึงมีราคาสูงประมาณ 20,000 บาทตอชุด สามารถตรวจตัวอยางได
ประมาณ 40 ตัวอยาง ดังนั้นการพัฒนาชุดตรวจสอบสําเร็จรูปใชเองจึงชวยลดการนําเขาชุด
ตรวจสอบจากตางประเทศได 

2.1.7 วิธีการตรวจติดตามสารตกคาง TC  

2.1.8.1 วิธีทางเคมี 

2.1.7.1.1 High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 

การตรวจวิเคราะหหาสารตกคางของยาปฏิชีวนะในเนื้อสัตวและผลิตภัณฑสัตว
กอนการสงออกในหองปฏิบัติการโดยทั่วไปนิยมใชวิธีทางเคมีดวยเครื่อง HPLC การตรวจโดยวิธีนี้
สามารถหาปริมาณสารตกคางไดถูกตองและแมนยําสูง Pena และคณะ (2005) ใชเทคนิค HPLC ที่
ใชเครื่องตรวจวัดแบบฟลูออเรสเซนส เพื่อตรวจสอบ TC และ OTC ในน้ําผ้ึง ปริมาณ TC และ 
OTC ที่ต่ําที่สุดที่สามารถตรวจวัดไดคือ 21 และ 20 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม (ppb) ตามลําดับ แต
เครื่องมือที่ใชมีราคาแพง ใชเวลานานในการเตรียมตัวอยาง และตองอาศัยผูเชี่ยวชาญในการ
วิเคราะห ดังนั้นเทคนิคจึงไมเหมาะสมในการนํามาใชในการตรวจวัดสารตกคางในภาคสนามหรือ
ใชในงานประจํา 

2.1.7.1.2 Liquid Chromatography-Mass Spectrometry (LC-MS) 

 การใช LC-MS เหมาะสําหรับการวิเคราะหสารเชิงคุณภาพและเชิงปริมาณ
เนื่องจากสามารถตรวจสอบเพื่อยืนยันระบุช่ือสารในระดับนอยมากๆไดแมนยําสูง และยังใชสาร
ตัวอยางเพียงปริมาณเล็กนอย ดังนั้นวิธีการนี้จึงเหมาะกับการวิเคราะหสารตกคางในกลุม TC ที่
ปนเปอนในอาหารสัตวและเนื้อสัตวไดเปนอยางดี Koesukwiwat, Jayanta และ Leepipatpiboon 
(2007) ไดใชเทคนิค  LC-MS สําหรับตรวจสอบการตกคางของ TC, OTC และ CTC  ในน้ํานมโค 
พบวาปริมาณสารที่ต่ําที่สุดที่สามารถตรวจวัดไดคือ 0.67, 0.65 และ 2.64 ppb ตามลําดับ และ
สามารถตรวจสอบแบบปริมาณวิเคราะหไดนอยที่สุดที่ 0.95, 1.03 และ 8.64 ppb  แตเนื่องจาก
เทคนิคนี้เปนเทคนิคที่ตองใชเครื่องมือที่มีราคาแพงมาก และยังตองใชบุคลากรที่มีความชํานาญการ
โดยเฉพาะ ดังนั้นเทคนิคจึงไมเหมาะสมในการนํามาใชในการตรวจวัดสารตกคางในภาคสนามหรือ
ใชในงานประจําเชนเดียวกับวิธี HPLC 
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2.1.7.1.3 ชุดตรวจสอบทางเคมี 

ใชหลักการของ colorimetric method โดยปฏิกิริยาการเกิดสีระหวางน้ํายาทดสอบ
กับยาแตละชนิดเกิดสีที่แตกตางกัน มีวิธีการไมยุงยาก ราคาถูก ใชงาย ใหผลรวดเร็ว แตมีขอจํากัด
คือ ปริมาณต่ําสุดที่ตรวจสอบไดคอนขางสูง (ระดับ ppm) เมื่อเทียบกับวิธีอ่ืนๆ โดยกรมปศุสัตวได
ผลิตชุดตรวจสอบสาร CTC และ OTC มีช่ือวา Tetra Test Kit ซ่ึงสามารถตรวจ CTC และ OTC ได
ระดับต่ําสุดที่ 6 และ 5.36 ppm ตามลําดับ (แพรวพรรณ หองทองแดง และคณะ, 2548) 

2.1.8.2 วิธีทางภูมิคุมกันวิทยา (Immunological method) 

สําหรับเทคนิคการตรวจวิเคราะหสารตกคางโดยใชหลักการภูมิคุมกันวิทยา เชน 
radioimmunoassay (RIA) ซ่ึงเปนเทคนิคที่มีความไวสูง แตทําใหเกิดความยุงยากในการจัดเก็บสาร
กัมมันตภาพรังสี และ Enzyme-linked immunosorbent Assay (ELISA) ที่เปนเทคนิคที่ใชกันอยาง
กวางขวางในการตรวจหาสารตกคางในสัตวเล้ียงและผลิตภัณฑจากสัตวเล้ียง โดยอาศัยหลักการ
ตรวจวัดแอนติเจน โดยการใชแอนติบอดี ที่จําเพาะกับแอนติเจน ซ่ึงวิธีนี้เปนวิธีการที่ประหยัด 
รวดเร็ว มีความแมนยําสูง สามารถหาสารตกคางปริมาณนอยไดถึงระดับ ppb ในงานวิจัยของ Aga 
และคณะ (2005) ที่ทําการเปรียบเทียบประสิทธิภาพของการตรวจวัด TC ในดินระหวางการใช 
ELISA และ LC-MS พบวาการใชวิธี ELISA สามารถตรวจวัด TC ที่เกิดการเปลี่ยนแปลงไปเปน
ผลิตภัณฑที่ไมสามารถระบุชนิดได ในขณะที่ LC-MS ตรวจสอบไดเพียงบางชนิดเทานั้น ซ่ึง
สอดคลองกับงานวิจัยของ Kumar และคณะ (2004) ที่พบวาวิธี LC-MS ไมสามารถตรวจสอบ CTC 
ซ่ึงเปนอนุพันธุตัวหนึ่งของ TC ที่มีปริมาณนอยในน้ําได การตรวจสอบโดยวิธี ELISA นี้เปนวิธีที่
ไมใชเครื่องมือที่ซับซอน สามารถตรวจสอบตัวอยางเบื้องตนไดเปนจํานวนมากเพื่อเปนการ 
คัดกรองตัวอยางกอนที่จะนําไปตรวจโดยการใชเครื่องมือ เชน LC-MS จึงทําใหตนทุนในการตรวจ
สารนี้ลดลง ตัวอยางชุดตรวจสอบ ELISA ที่มีจําหนาย เชน MaxSignalTM Tetracycline ELISA Test 
Kit ใชตรวจสอบ TC ที่ตกคางในผลิตภัณฑอาหารตางๆ สามารถตรวจสอบปริมาณที่ต่ําที่สุดถึง 0.1 
นาโนกรัมตอมิลลิลิตร (ppb) 
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2.1.8 ทฤษฎีทางภูมิคุมกันวิทยา 

2.1.8.1 แอนติเจน (Antigen, Ag) 

แอนติเจน  คือ สารที่มีความสามารถในการทําปฏิกิ ริยาจับแบบจําเพาะกับ
องคประกอบตางๆของระบบภูมิคุมกัน เชน แอนติบอดีหรือตัวรับบนผิวเซลล สารที่มีสมบัติเปน
แอนติเจนเกือบทุกชนิดจะมีสมบัติการเปนอิมมูโนเจน (immunogen) ที่สามารถชักนําการ
ตอบสนองของระบบภูมิคุมกันอยางจําเพาะได ยกเวนสารที่มีโมเลกุลเล็กที่เรียกวา แฮปเทน 
(hapten) ซ่ึงมีเฉพาะสมบัติของแอนติเจนแตจะไมสามารถชักนําการตอบสนองของระบบภูมิคุมกัน
ได กระบวนการทางทางเคมีเชื่อมแฮปเทนกับโปรตีนขนาดใหญเรียกวาโปรตีนพาหะ (carrier 
protein) ทําใหไดสารเชิงซอนที่มีสมบัติเปนอิมมูโนเจนสามารถกระตุนใหเกิดการผลิตแอนติบอดี
ได (ไพศาล สิทธิกรกุล, 2548) 

2.1.8.2 แอนติบอดี (Antibody, Ab) 

แอนติบอดีหรืออิมมูโนโกลบูลิน (immunoglobulin; Ig) เปนโปรตีนที่ทําหนาที่จับ
กับแอนติเจนตรงบริเวณจําเพาะของโมเลกุลแอนติเจนที่เรียกวาอิพิโทป (epitope) สรางจาก 
เม็ดเลือดขาวชนิดบี-ลิมโฟไซตที่เปลี่ยนแปลงไปทําหนาที่หล่ังแอนติบอดีเรียกวาพลาสมาเซลล 
แอนติบอดีที่หล่ังเขาสูกระแสเลือดจะทําหนาที่เปนตัวจักรสําคัญของระบบภูมิคุมกันแบบหลั่ง
แอนติบอดี (humoral immunity) 

โครงสรางของแอนติบอดี (รูปที่ 2.3) มีโครงสรางปฐมภูมิประกอบดวยโปรตีน
สายสั้น (L chain) และโปรตีนสายยาว (H chain) ที่กรดอะมิโนทางดานปลายอะมิโน (N terminal) 
ประกอบดวยกรดอะมิโน 100-110 หนวยท่ีมีความแปรปรวนมากเรียกวาบริเวณแปรปรวน 
(variable region; V) โดยจะแตกตางกันในแอนติบอดีแตละชนิดซึ่งจะเปนบริเวณที่จับกับแอนติเจน 
สวนบริเวณที่เหลือเปนบริเวณคงที่ (constant region; C) ซ่ึงมีความแตกตางกันตามชนิดของโปรตีน 

ซ่ึงในสายสั้นมี 2 ชนิดเปน κ  หรือ λ  สายยาวเปนชนิด μ , γ, α, δ หรือ ε  โครงสรางทุติยภูมิของ
แอนติบอดีเกิดจากการพับทบกันไปมาของสายเพปไทดแบบ β-pleated sheet เสถียรภาพของ
โครงสรางนี้เกิดจากพันธะไฮโดรเจนและพันธะไดซัลไฟดภายในสายที่เชื่อมระหวางสายเพปไทดที่
พับไปมา ซ่ึงสายเพปไทดมวนทับเปนโครงสรางตติยภูมิอัดแนนเปนกอน (globular domain) และ
สวนของโดเมนที่อัดแนนเปนกอนตางๆของสายสั้นและสายยาวอยางละ 2 สายรวมกันเปน
โครงสรางจตุรภูมิซ่ึงประกอบกันเปนบริเวณที่จับแอนติเจนไดอยางจําเพาะ และแสดงปฏิกิริยาทาง
ชีวภาพได  
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โมเลกุล 
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2.1.8.3 การกระตุน บี-เซลล ใหสรางแอนติบอดี 

เซลลที่ทําหนาที่สรางแอนติบอดี ไดแก บี-ลิมโฟไซต (B-lymphocyte) หรือ 
บี-เซลล (B-cell) ความจําเพาะของบี-เซลลเกิดจากการแสดงออกของตัวรับบนผิวเซลลหรือ
แอนติบอดีที่ติดอยูบนเซลลเมมเบรน (membrane bound antibody) ซ่ึงสามารถจับกับแอนติเจนที่มี
ลักษณะเฉพาะเทานั้น เมื่อบี-เซลลมีการจับกับแอนติเจนที่เหมาะสมตรงบริเวณที่จับ (binding site) 
ของแอนติบอดีบนผิวเซลล และเมื่อแอนติเจนที่อยูรวมกับโมเลกุล MHC (major histocompatibility 
complex) class II บนผิวของเซลลนําเสนอแอนติเจนถูกที-เซลล (T-lymphocyte; T-cell) ที่มีการ
แสดงออกของไกลโคโปรตีนชนิด CD4 ทําหนาที่เปน T-helper (TH) ตรวจจับและหลั่งไซโทไคน
ออกมา บี-เซลลจะถูกกระตุนใหแบงเซลลอยางรวดเร็วและพัฒนาเปนเซลลความจํา (memory B-
cell) และบางสวนพัฒนาเปนพลาสมาเซลลทําหนาที่หล่ังแอนติบอดีที่มีความจําเพาะเหมือนกับ
แอนติบอดีบนผิวเซลลและเขาสูระบบหมุนเวียนโลหิต ในเซลลความจําซึ่งมีอายุยืนยาวจะทําหนาที่
ตรวจจับแอนติเจนเมื่อไดรับแอนติเจนเดิมอีก การตอบสนองในการสรางแอนติบอดีจะรวดเร็วกวา
การสัมผัสแอนติเจนครั้งแรก (ไพศาล สิทธิกรกุล, 2548) 

2.1.8.4 ความแตกตางระหวางโมโนโคลนอลแอนติบอดีและพอลิโคลนอลแอนติบอดี 

เนื่องจากแอนติเจนแตละชนิดมักมีอิพิโทปจํานวนมาก จึงสามารถชักนําการ
กระตุนการตอบสนองโดยโคลนตางๆของบีเซลลจํานวนมากที่ตรวจจับแตละอิพิโทป เปนผลใหมี
การสรางแอนติบอดีหลายชนิดปะปนอยูในซีรัม แอนติบอดีแตละชนิดที่จําเพาะตอแตละอิพิโทปที่
รวมอยูดวยกันในซีรัมเรียกวา พอลิโคลนอลแอนติบอดี (polyclonal antibody; PAb) แตความ
หลากหลายของแอนติบอดีในซีรัมบางครั้งอาจลดประสิทธิภาพ หรือกอใหเกิดปญหาในการใชนอก
รางกาย เชน ในการวินิจฉัย การรักษา หรือในงานวิจัยตางๆ เนื่องจากปฏิกิริยาขามของแอนติบอดี
กับแอนติเจนที่ปนเปอนอยูในซีรัมที่ใชนั้นมีอยูหลายชนิด หรือการตอบสนองตอสารตางๆที่สัตว
ไดรับการกระตุน การใชโมโนโคลนอลแอนติบอดี (monoclonal antibody; MAb) ที่สรางจากโคลน
ตนกําเนิดเพียงโคลนเดียวของบี-เซลลที่มีความจําเพาะตออิพิโทปเพียง 1 ตําแหนงบนแอนติเจนจะ
สามารถแกปญหาเหลานี้ได โดยความแตกตางระหวางแอนติบอดีทั้ง 2 ชนิดดังแสดงในตารางที่ 2.5 
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ตารางที่ 2.5 คุณสมบัติและขอจํากัดในการผลิตระหวางพอลิโคลนอลแอนติบอดีและโมโนโคลนอล
แอนติบอดี 

คุณสมบัติ พอลิโคลนอลแอนติบอดี โมโนโคลนอลแอนติบอดี 
ความจําเพาะ (specificity) คว ามจํ า เ พ า ะต่ํ า เ กิ ด ก า รทํ า

ปฏิกิริยาขามไดกับสารอื่นๆได   
ความจํ า เพ าะสู ง เนื่ อ งจ าก
จําเพาะตออิพิโทปเดียวเทานั้น 

สัมพรรคภาพ (affinity) จับไดหลายอพิิโทปตอแอนติเจน จับไดอิพิโทปเดียว 
ความเขมขนแอนติบอดีที่ผลิต ประมาณ 1 mg/ml ประมาณ 100-200 μg/ml เมื่อ

เ ล้ียงในถังปฏิกรณแบบปน
กวน 

ปริมาณที่ผลิตได ประมาณ 100 ml จากซีรัมของ
กระตาย 

ปริมาณไมจํากัด 

ความบริสุทธิ์ของแอนติเจนที่
ผลิต 

ขึ้นอยูกับแอนติเจนที่ใชกระตุน
จึงจําเปนตองทําใหบริสุทธิ์ 

จําเพาะกับอิพิโทปเดียวจึงไม
จําเปนตองทําใหบริสุทธิ์ 

เวลาที่ใชในการผลิต ไมเกิน 6 สัปดาห อยางนอย 4 เดือน 
ตนทุนในการผลิต ต่ํา สูง โดยเฉพาะในเวลาเริ่มตน 
ขอดีหลัก ตนทุนต่ํา 

งายตอการผลิต 
มีความจําเพาะสูง 
ผลิตไดไมจํากัด 

ขอเสียหลัก คุณภาพแอนติบอดีในแตละครั้ง
ไมเหมือนกัน 

เสียเวลาและแรงงานในการ
ผลิตมาก 

 

2.1.8.5 การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยใชหลักการ somatic hybridization 

การใชกระบวนการทางเคมี เพื่อแยกโมโนโคลนอลแอนติบอดีออกจาก 
พอลิโคลนอลแอนติบอดีทําไดยากมาก แตในป ค.ศ.1975 George Kohler และ Cesar Milestein หา
แนวทางในการเตรียมโมโนโคลนอลแอนติบอดีได ซ่ึงไดกลายเปนเทคโนโลยีที่สําคัญทาง
ภูมิคุมกัน จากการนําบี-เซลลที่ถูกกระตุนดวยแอนติเจนที่ตองการมารวมกับเซลลมะเร็งของ
พลาสมาเซลลหรือมัยอีโลมาเซลล (myeloma cell) กลายเปนเซลลลูกผสมหรือไฮบริโดมา 
(hybridoma) ซ่ึงมีคุณสมบัติในการแบงเซลลไดอยางไมจํากัดของเซลลมะเร็งสามารถสราง
แอนติบอดีได ทําใหสามารถผลิตโคลนของไฮบริโดมาที่สามารถสรางแอนติบอดีไดจํานวนมาก
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และไมจํากัดปริมาณ เทคนิคนี้จึงเปนเทคนิคที่มีศักยภาพสูงและใชในงานตางๆไดอยางกวางขวาง 
ทําให Kohler และ Milestein ไดรับรางวัลโนเบลในป ค.ศ.1984 (ไพศาล สิทธิกรกุล, 2548) 

2.1.8.6 การสรางและการคัดเลือกเซลลไฮบริโดมา 

นําบี-เซลลจากสัตวที่ ถูกกระตุนภูมิคุมกันดวยแอนติเจนที่ตองการใหสราง
แอนติบอดีมาชักนําใหเกิดการหลอมรวมกับเซลลมัยอีโลมาไฮบริโดมาโดยการใชโพลีเอทีลีนไกล
คอล (polyethylene glycol; PEG) (รูปที่ 2.5) ในทางปฏิบัติไมสามารถหลอมรวมทุกเซลลเพื่อผลิต
ไฮบริโดมาไดทั้งหมด จึงมีทั้งเซลลที่หลอมรวมกันเอง ไมหลอมรวมกัน และไฮบริโดมาที่ไม
ตองการปะปนอยูจํานวนมาก ดังนั้นจึงตองมีการคัดเลือกใหมีเพียงแคเซลลไฮบริโดมาเทานั้นที่
สามารถอยูรอดได โดยการใชเซลลมัยอีมาที่ถูกทําใหมีความบกพรองของเอนไซม hypoxanthine-
guanine phosphoribosyl transferase (HGPRT) และ thymidine kinase (TK) ที่เกี่ยวกับกระบวนการ
สังเคราะหนิวคลีโอไทดใน Salvage pathway (รูปที่ 2.6) ซ่ึงเมื่อนําเซลลที่ผานการหลอมรวมมาเลี้ยง
ในอาหารเลี้ยงเซลล HAT  ซ่ึงมี hypoxanthine, aminopterin และ thymine ผสมอยู aminopterin จะ
ไปขัดขวาง de novo pathway ซ่ึงเปนอีกกระบวนการพื้นฐานในการสรางนิวคลีโอไทด สวน 
hypoxanthine และ thymine ทําใหเซลลสามารถเจริญเติบโตไดโดยใช Salvage pathway ดังนั้น
เซลลมัยอีโลมาที่ไมหลอมรวมหรือหลอมรวมกันเองที่ขาดเอนไซม HGPRT และ TK จะตายใน
อาหารเลี้ยงเซลล HAT เพราะไมสามารถใช Salvage pathway ในการสังเคราะหนิวคลีโอไทดได จึง
มีเพียงเซลลที่เปนไฮบริโดมาเทานั้นที่มีชีวิตรอด สวนบี-เซลลหรือเซลลอ่ืนที่ไมหลอมรวมกันหรือ
หลอมรวมกันเองจะมีชีวิตรอดเพียงระยะสั้นๆและจะตายไปเอง เมื่อไดเซลลไฮบริโดมาแลว
จําเปนตองมีการคัดเลือกเซลลที่สรางแอนติบอดีที่จําเพาะตอแอนติเจนที่ตองการ เนื่องจากไฮบริโด
มาบางเซลลเทานั้นที่ผลิตแอนติบอดีจําเพาะตอแอนติเจนที่ใหแกสัตวทดลอง ไฮบริโดมาจํานวน
มากผลิตแอนติบอดีที่จําเพาะตอแอนติเจนอื่นๆที่ไมตองการจึงจําเปนตองคัดออก วิธีที่ใชคัดเลือก
โดยทั่วไป ไดแก ELISA และ immunoassay ตางๆ 
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รูปที่ 2.5 ขั้นตอนการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีในหนูทดลอง 

 

เล้ียงในอาหารเลี้ยงเซลล HAT 
เซลลไฮบริโดมา 

เซลลจากมาม เซลลมัยอีโลมา 

PEG 

มีชีวิต 
(HGPRT+, TK+) 

ตายเองตามธรรมชาติ 
(HGPRT+, TK+) 

ตายเนื่องจากเลี้ยงใน HAT 
(HGPRT-, TK-) 

ทดสอบการสรางแอนติบอด ี

ทําใหเปนเซลลเดี่ยว 

แชแข็งในไนโตรเจนเหลว 
ผลิตแอนติบอดีในอาหารเลี้ยงเซลล 

แอนติเจน 
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รูปที่ 2.6 แนวทางการสังเคราะหนวิคลีโอไทดโดยใช De Novo และ Salvage pathway 

หลังจากสามารถพิสูจนทราบวาไดไฮบริโดมาที่มีความจําเพาะที่ตองการแลว 
จําเปนตองทําการโคลนซ้ํา (reclone) เพื่อใหแนใจวาเซลลนั้นมีตนกําเนิดมาจากเซลลเดียวจริง และ
ขยายเพิ่มจํานวนเพื่อผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีปริมาณที่ตองการตอไป 

2.1.9 หลักการ ELISA  

การตรวจที่อาศัยหลักการทางภูมิคุมกันวิทยาที่นิยมใชมากในปจจุบัน คือ enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) หรือ enzyme immunoassay (EIA) ซ่ึงใชแอนติเจนหรือ
แอนติบอดีเคลือบติดพื้นผิว และตรวจวัดสัญญาณจากปฏิกิริยากับเอนไซมที่ติดฉลากบนแอนติเจน
หรือแอนติบอดี วิธี ELISA ไดพัฒนาตอมาจาก radioimmunoassay (RIA) โดยเปลี่ยนจากการติด
ฉลากดวยสารรังสี เปนการติดฉลากดวยเอนไซม แลวตรวจวัดปฏิกิริยาดวยสารที่เปนสารตั้งตนของ
เอนไซมและเปลี่ยนสีไดเมื่อกลายเปนผลิตภัณฑ การเปลี่ยนจากสารรังสีมาเปนเอนไซมนี้ทําใหการ
ตรวจมีความสะดวกมากขึ้น ไมตองใชรังสีที่มีอันตราย ทิ้งของเสียไดงายขึ้น และชุดตรวจมีอายุการ
ใชงานไดนานเพราะไมมีการหมดอายุของสารรังสี การพัฒนา ELISA รูปแบบตางๆทําใหสามารถ
ใชเทคนิคนี้ในการตรวจสอบทั้งแอนติเจนและแอนติบอดีในแงคุณภาพหรือปริมาณได การ
ตรวจสอบในเชิงปริมาณสามารถทําไดโดยใชแอนติเจนหรือแอนติบอดีที่ทราบปริมาณเตรียมเปน
กราฟมาตรฐานสําหรับเปรียบเทียบกับผลที่ไดจากตัวอยาง (ธารารัชต ธารากุล, 2545) 

 

De Novo Pathway 
 

Ribose-5-phosphate 

Salvage pathway 
 
 
 
 

Thymidine Hypoxanthine 

Nuclieotide 
 

DNA 

TK+ 
 

HGPRT+ 
 

Aminopterin 
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เทคนิค ELISA ที่ใชในงานวิจัยนี้สามารถแบงตามหลักการไดเปน 2 ประเภท ดังนี้ 

1) Indirect ELISA  

วิธี indirect ELISA ใชในการคัดเลือกไฮบริโดมาโคลนในการผลิตโมโน
โคลนอลแอนติบอดี ทําไดโดยเติมซีรัมหรือแอนติบอดีที่จําเพาะตอแอนติเจนลงในหลุมที่เคลือบ
ดวยแอนติเจนในจานหลุม 96 หลุม ทิ้งไวใหทําปฏิกิริยากับแอนติเจนแลวลางแอนติบอดี่ไมจับกับ
แอนติเจนออก จากนั้นตรวจสอบแอนติบอดีที่จับกับแอนติเจนโดยใชแอนติบอดีตัวที่สองที่ติด
ฉลากดวยเอนไซม โดยแอนติบอดีนี้มีความจําเพาะตอชนิดของแอนติบอดีตัวแรก หลังจากลาง
แอนติบอดีอิสระออก เติมสารตั้งตนของเอนไซม (รูปที่ 2.6) ปริมาณสีที่เกิดจากปฏิกิริยาสามารถวัด
ไดโดย microplate reader ที่ออกแบบสําหรับอานจานหลุม 96 หลุม ซ่ึงจะสามารถทราบผลคาการ
ดูดกลืนแสงจากทั้ง 96 หลุมภายในเวลาไมถึงนาที  

2) Competitive ELISA 

วิธี competitive ใชในการตรวจสอบความจําเพาะและความไวของแอนติบอดี
ตอแอนติเจน โดยจะนําแอนติบอดีผสมกับตัวอยางแอนติเจนมาตรฐานหรือตัวอยางที่ตองการตรวจ 
จากนั้นเติมลงในจานหลุม 96 หลุมที่เคลือบดวยแอนติเจนเหมือนในกรณีของ indirect ELISA ซ่ึงถา
เติมความเขมขนของสารมากแอนติบอดีที่จับกับแอนติเจนที่กนหลุมจะมีนอยลง ดังนั้นหลังจากเติม
แอนติบอดีตัวที่สองที่ถูกติดฉลากดวยเอนไซมและมีความจําเพาะกับแอนติบอดีตัวแรก หลังจาก
ลางแอนติบอดีอิสระออกแลวเติมสารตั้งตนของเอนไซม (รูปที่ 2.7) ตัวอยางที่มีความเขมขนของ
แอนติเจนสูงจะใหคาการดูดกลืนแสงที่ต่ํากวาหลุมที่มีความเขมขนแอนติเจนต่ํา 
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รูปที่ 2.7 ขั้นตอนการทํา indirect ELISA และ competitive ELISA 
 : แอนติเจนที่เชื่อมกับโปรตีนพาหะ 

  : แอนติเจนอสิระ 

: แอนติบอดี  
: แอนติบอดีทีถู่กติดฉลากดวยเอนไซม 

  : สารตั้งตนของเอนไซม 

2.2 เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ 

Koesukwiwat และคณะ (2007) ไดใชเทคนิค LC-MS สําหรับตรวจสอบการ
ตกคางของสารเตตราไซคลิน TC, OTC และ CTC ในน้ํานมโค พบวาปริมาณสารที่ต่ําที่สุดที่
สามารถตรวจวัดไดคือ 0.67, 0.65 และ 2.64 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ และสามารถ
ตรวจสอบแบบปริมาณวิเคราะหไดนอยที่สุดที่ 0.95, 1.03 และ 8.64 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร  

Pena และคณะ (2005) ใชเทคนิค HPLC ที่มีเครื่องตรวจวัดแบบฟลูออเรสเซนส 
เพื่อตรวจสอบสารเตตราไซคลิน TC และ OTC ในน้ําผ้ึงโดยสกัดสารตัวอยางที่ตกคางดวย  
Na2-EDTA-Mcllvaline buffer, pH 4.0 และ solid-phase extraction (SPE) ที่แตกตางกัน mobile 
phase ที่เหมาะสมคือสารละลาย acetonitrile และ oxalate buffer ในอัตราสวน 20:80 pH 2 ความ

ลาง ลาง ลาง 

ลาง ลาง ลาง 

Indirect ELISA 

Competitive ELISA 
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เขมขน 10 มิลลิโมลาร โดยใชคอลัมน C18 Nucleocil ที่อุณหภูมิหอง ปริมาณ TC และ OTC ที่ต่ํา
ที่สุดที่สามารถตรวจวัดไดคือ 0.050 และ 0.049 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ  

Lee และคณะ (2001) ใชชุดตรวจสอบ ELISA ในการตรวจสอบสารเตตราไซคลิน 
TC, OTC และ CTC ที่ตกคางในพลาสมาของสุกรที่ยังมีชีวิตอยูเพื่อทํานายสารเหลานี้ที่จะตกคางอยู
ในเนื้อเยื่อ โดยปริมาณ TC, OTC และ CTC ที่ตรวจวัดไดนอยที่สุดของชุดตรวจสอบนี้ คือ  0.05, 
0.01 และ 0.1 ไมโครกรัมตอมิลิลิตรตามลําดับ ทําการให TC ทางปากสุกร 100 มิลลิกรัมตอน้ํา 1 
ลิตรตอวัน ฉีด OTC เขาทางกลามเนื้อสุกร 10 มิลลิกรัมตอกิโลกรมสุกรตอวัน และให CTC ทาง
ปากสุกร 1.1 กรัมตอกิโลกรัมอาหารสัตวตอวัน  เปนเวลา 5 วัน ตรวจสอบโดยนําพลาสมาจากที่ได
จากเลือดสุกรมาทํา ELISA พบวาไมสามารถตรวจสอบ TC, OTC และ CTC ที่ตกคางอยูในเลือด
เมื่อเลิกใหยา 3, 8 และ 4 วันได  

Faraj และ Ali (1981) ไดผลิตแอนติบอดีตอ TC โดยทําการเชื่อม TC-HCl เขากับ 
BSA โดยปฏิกิริยา Mannich แลวฉีดเขากระตาย หลังจากนั้นนําพอลิโคลนอลแอนติบอดีที่ไดมา
ตรวจวัดสาร TC โดยใชวิธี radioimmunoassay (RIA) โดยใชตัวแขงขันที่เปน [3H]TC พบวา
สามารถตรวจสอบสาร TC ได โดยมีคาขีดจํากัดในการวัด และคาความเขมขนของสารที่ทําใหเกิด
การยับยั้งลดลง 50 เปอรเซ็นต (50% of inhibition concentration; IC50) เทากับ 1 และ 7 นาโนกรัม
ตามลําดับ สามารภเกิดปฏิกิริยาขามกับเทากับ 10 และ 39 เปอรเซ็นตตามลําดับ นําไปตรวจสอบ TC 
ในตัวอยางพลาสมาและปสสาวะของสุนัขพบวามี %recovery อยูระหวาง 90 ถึง 95 เปอรเซ็นต 

Pastor-Navarro และคณะ (2007) ไดพัฒนาการใชเทคนิค ELISA ในการ
ตรวจสอบ TC ในน้ําผ้ึงโดยใชพอลิโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจากการกระตุนภูมิคุมกันของกระตาย
ดวยสารในกลุม TCs ที่ถูกทําใหเปนสารอนุพันธุของ carboxamido และ diazo กอนจะเชื่อมตอกับ
โปรตีนพาหะ เมื่อนําพอลิโคลนอลแอนติบอดีที่ไดมาพัฒนาเปนชุดตรวจสอบโดยวิธี indirect 
competitive ELISA พบวามีคาขีดจํากัดในการวัดที่ต่ําที่สุดถึง 0.4 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร (ppb) เกิด
การทําปฏิกิริยาขามกับสารในกลุม TCs คือ RTC, OTC, MC และ CTC ถึง 91, 30, 14 และ 10 
เปอรเซ็นตตามลําดับ และสามารถใชในน้ําผ้ึงตัวอยางได %recovery อยูระหวาง 79 ถึง 108 
เปอรเซ็นต 

 

Zhang และคณะ (2007) ไดพัฒนาการใชเทคนิค ELISA ในการตรวจสอบ TC ใน
น้ํานมโดยใชพอลิโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจากการกระตุนภูมิคุมกันของกระตายดวย TC ที่ใชวิธีใน
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การเชื่อมตอกับโปรตีนพาหะที่แตกตางกัน 3 วิธี เมื่อนําพอลิโคลนอลแอนติบอดีที่ไดมาพัฒนาเปน
ชุดตรวจสอบโดยวิธี indirect competitive ELISA พบวามี IC50 เทากับ 3.93 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
(ppm) เกิดการทําปฏิกิริยาขามกับสารในกลุม TCs คือ CTC ถึง 112 เปอรเซ็นต และ OTC นอยกวา 
2 เปอรเซ็นต และสามารถนําไปตรวจในน้ํานมตัวอยางได %recovery อยูระหวาง 74 ถึง 116 
เปอรเซ็นต 
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บทที่  3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

3.1 สัตวทดลองและเซลลท่ีใชในงานวิจัย 

ตาราง 3.1 สัตวทดลองและเซลลที่ใชในงานวิจัย 

สัตวทดลองและเซลล แหลงที่มา 
หนู Mouse สายพันธ BALB/c (inbred strain) เพศเมีย 
อายุ 8 สัปดาห 

สํานักสัตวทดลองแหงชาติ, 
มหาวิทยาลัยมหิดล 

เซลลมัยอีโลมา P3/NSI/1-4A4-1 (NS-I) ATCC No: TIB 18 

 

3.2 เคร่ืองมือ วัสดุ และอุปกรณท่ีใชในงานวิจัย 

ตาราง 3.2 เครื่องมือและอุปกรณที่ใชในงานวิจัย 

วัสดุและอุปกรณ แหลงที่มา 
กระบอกฉีดยาขนาด 1 และ 5 มิลลิลิตร Nipro, Thailand 
กลองจุลทรรศนชนิดหัวกลับ Nikon, Japan 
ขวดแกว Boro, Germany 
ขวดเลี้ยงเซลลขนาด 10 และ 250 มิลลิลิตร Nunc, Denmark 
เข็มฉีดยาขนาด18G และ 21G Nipro, Thailand 
เครื่องปนเหวี่ยง Hettich Zentrifugen, Germany 
เครื่องผสมดวยแรงหมุน (vortex) Sientific Industries, Inc., USA 
เครื่องวัดการดูดกลืนแสง BIO-TEK Instrument, Inc., USA 
เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง Metter Toledo, USA 
เครื่อง Lyophilizer Yamato, Japan 
เครื่อง Microtiterplate reader Titertek multiskan, Finland 
จานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลุม Nunc, Denmark 
จานเลี้ยงเซลล Corning Incorporated, USA 
จานเลี้ยงเซลลชนิด 96 หลุม, 48 หลุม และ 24 หลุม Corning Incorporated, USA 
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วัสดุและอุปกรณ แหลงที่มา 
ชุดอิเล็กโทรฟอเรซิส Bio-Rad, USA 
ตูดูดควัน Theera Trading co., Thailand 
ตูบมที่มีคารบอนไดออกไซด Thermo Electron Corporation, USA 
ตูปลอดเชื้อ International Scientific Supply Co.,Ltd., 

Thailand 
ทิป (tip) ขนาด 0.01, 0.2 และ 1 มิลลิลิตร  Axygen, USA 
ปมลม Iwaki, Japan 
ปเปตแกว HBG, Germany 
ปเปตอัตโนมัติ Gilson, France 
หมอนึ่งฆาเชื้อ  Udono-RII Memmert, Japan 
หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร Axygen, USA 
หลอดปนเหวี่ยงขนาด 15 และ 50 มิลลิลิตร CLP, USA 
หลอดสําหรับแชแข็งเซลล (cryotube) Nunc, Denmark 
อางควบคุมอุณหภูมิ Memmert, Germany 

 

3.3 สารเคมีท่ีใชในงานวิจัย 

ตารางที่ 3.3 สารเคมีที่ใชในการวิจัย 

สารเคมี แหลงที่มา 
Acrylamide gel Sigma-Aldrich, USA 
Aminopterine Sigma-Aldrich, USA 
Ammoniumpersulfate ((NH4)2S2O8; APS) Sigma-Aldrich, USA 
3-amino-2-oxazolidinone (AOZ) Sigma-Aldrich, USA 
Anti-Mouse IgG (Fab specific)-Peroxidase Sigma-Aldrich, USA 
Anti-Mouse IgG (whole molecule)-Peroxidase  Sigma-Aldrich, USA 
BCATM protein assay kit Pierce, USA 
Beta-mercaptoethanol Sigma-Aldrich, USA 
Bovine serum albumin (BSA) Sigma-Aldrich, USA 
Bromophenol blue Sigma-Aldrich, USA 
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สารเคมี แหลงที่มา 
Chloramphenicol Sigma-Aldrich, USA 
Chlortetracycline hydrochloride (CTC) Fluka, China 
Citric acid Merck, Germany 
Clenbuterol Sigma-Aldrich, USA 
Coomassie brilliant blue R-250 Pierce, USA 
D-glucose Sigma-Aldrich, USA 
Diethyl ether Merck, Germany 
Dimethyl sulfoxide (DMSO) Fluka, Switzerland 
di-Sodium hydrogenphosphate (Na2HPO4) Merck, Germany 
Doxycycline (DC) Sigma-Aldrich, USA 
1-ethy-3-(3-diamethylaminopropyl)carbodiimide (EDC) Sigma-Aldrich, USA 
Ethylenediamine (EDA) Sigma-Aldrich, USA 
Enrofloxacin Sigma-Aldrich, USA 
Fetal calf serum (FCS) Invitromax, USA 
Formaldehyde Sigma-Aldrich, USA 
Freund’s complete adjuvant (FCA) Sigma-Aldrich, USA 
Freund’s incomplete adjuvant (FIA) Sigma-Aldrich, USA 
Furazolidone Sigma-Aldrich, USA 
Gentamycin T.P. drug laboratories (1969) Co.,Ltd., 

Thailand 
Glycerol Sigma-Aldrich, USA 
Glycine Sigma-Aldrich, USA 
Hydrochloric acid (HCl) Sigma-Aldrich, USA 
Hydrogen peroxide (H2O2) Fluka, Switzerland 
Hypoxanthine Sigma-Aldrich, USA 
Isotyping kit Sigma-Aldrich, USA 
L-glutamine Sigma-Aldrich, USA 
Methanol BDH, England 
2-(N-morpholino) ethanesulfonic acid (MES) Fluka, China 
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สารเคมี แหลงที่มา 
Norfloxacin Sigma-Aldrich, USA 
O-phenylenediamine (OPD) Abkem Iberia L.S., Spain 
Ovalbumin (OVA) Sigma-Aldrich, USA 
Oxytetracycline hydrochloride (OTC) Fluka, China 
Penicillin G Sigma-Aldrich, USA 
Picrylsufonic acid (2,4,6-trinitrobenzene sulfonic acid; 
TNBS) 

Sigma-Aldrich, USA 

Polyethylene glycol HYBRI-MAX® (PEG) Sigma-Aldrich, USA 

Pyruvic acid Sigma-Aldrich, USA 
Rolitetracycline (RTC) Sigma-Aldrich, USA 
RPMI 1640 medium Biochrom AG, Germany 
Salbotamol Sigma-Aldrich, USA 
Skim milk Anline, Thailamd 
Sodium bicarbonate (NaHCO3) Sigma-Aldrich, USA 
Sodium carbonate (Na2CO3) Merck, Germany 
Sodium chloride (NaCl) Merck, Germany 
Sodium dihydrogen phosphate (NaH2PO4) Carlo Erba, USA 
Sodium dodecyl sulfate (SDS) Sigma-Aldrich, USA 
Sodium pyruvate Sigma-Aldrich, USA 
Streptomycin Sigma-Aldrich, USA 
Sulfuric acid (H2SO4) Merck, Germany 
Tetracycline hydrochloride (TC) Sigma-Aldrich, USA 
N,N,N,N -Tetramethy-Ethylenediamine (TEMED) Pierce, USA 
Thimerosal Sigma-Aldrich, USA 
Thymidine Sigma-Aldrich, USA 
Tris (hydroxymethyl) aminomethane (Trizma base) Sigma-Aldrich, USA 
Tween 20 Riedel-de Haën, UK 
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3.4 วิธีการดําเนินงานวิจัย 

3.4.1 การเตรียมแอนติเจนที่ใชในการฉีดกระตุนภูมิคุมกันหนู 

3.4.1.1 การเตรียมโปรตีนอัลบูมินจากซีรัมวัวที่ถูกเติมประจุบวก (cationized bovine 
serum albumin; cBSA) (Collie, de Block และ Reybroeck, 2004) 

cBSA คือโปรตีนที่ทําการเพิ่มหมูเอมีนโดยทําการเชื่อมไดเอมีนเขากับหมูคารบอก
ซิลิกของโปรตีน เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพของการกระตุนในสัตวทดลอง นําโปรตีนอัลบูมินจากซีรัม
วัว (bovine serum albumin; BSA)  ปริมาณ 50 มิลลิกรัมมาละลายใน โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 
7.4 ความเขมขน 0.1 โมลาร ที่มี ethylenediamine (EDA) ความเขมขน 1 โมลาร ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร เติม 1-ethy-3-(3-diamethylaminopropyl)carbodiimide (EDC) ใหมีความเขมขนสุดทาย
เทากับ 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร กวนเบาๆตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 2 ช่ัวโมง นําไปทํา 
dialysis ดวย ฟอสเฟตบัฟเฟอรซาไลน pH 7.4 (phosphate buffer saline; PBS) ความเขมขน 0.01 โม
ลาร วันละ 2 ครั้ง เปนเวลา 3 วัน ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นําสารละลายที่ไดมาทําใหแหงดวย
เทคนิค lyophilization นํามาวัดปริมาณโปรตีนดวยวิธี BCA โดยใช BCATM Protein Assay Kit หา
เปอรเซ็นตของหมูเอมีนที่เพิ่มขึ้นโดยวิธี TNBS และตรวจสอบหมูเอมีนที่เพิ่มขึ้นโดยคํานวณจาก
มวลโมเลกุลของโปรตีนที่เปล่ียนไปโดยวิธี Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-
flight mass spectrometry (MALDI-TOF-MS) ได cBSA ในรูปผงผลึกสีขาว เก็บที่ 4 องศาเซลเซียส  

3.4.1.2 การเตรียม TC เชื่อมกับ cBSA โดยใชปฏิกิริยา Mannich (Hermanson, 1996) 

เชื่อมตอสาร TC กับ cBSA โดยนําสารละลายโปรตีน cBSA ความเขมขน 10 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ที่ละลายใน MES pH 4.7 ความเขมขน 0.1 โมลาร ที่มีโซเดียมคลอไรดเขมขน 
0.15 โมลาร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลาย TC ที่ละลายในน้ํากล่ันที่มีความเขมขน 10 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เติมฟอรมัลดีไฮด (formaldehyde) ความเขมขน 37% 
(v/v) 250 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นนําไปทํา dialysis 
ดวยน้ํากล่ันเปนเวลา 3 วัน ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยเปลี่ยนน้ําวันละ 2 คร้ัง นํามาวัดปริมาณ
โปรตีนดวยวิธี BCA หาเปอรเซ็นตของหมูเอมีนที่ใชในการเชื่อมติดของสารโดยวิธี TNBS และ
คํานวณหาอัตราสวนการเชื่อมติดระหวาง TC กับ cBSA โดยคํานวณจากมวลโมเลกุลของโปรตีนที่
เปลี่ยนไปโดยวิธี MALDI-TOF-MS 
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3.4.1.3 การวัดปริมาณโปรตีน 

ทําการหาปริมาณโปรตีนตางๆดวยวิธี bicinchoninic acid protein assay (BCA) 
โดยใช BCATM protein assay kit โดยทําการเจือจางโปรตีนมาตรฐานใหมีความเขมขน 0, 0.1, 0.2, 
0.4, 0.6, 0.8 และ 1.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรดวย PBS และสารตัวอยาง เพื่อนํามาทํากราฟมาตรฐาน
ของโปรตีน เตรียมสารละลายที่ใชในการเกิดปฏิกิริยาโดยผสมสารละลาย A (โซเดียมไฮดรอกไซด 
(sodium hydroxide) ความเขมขน 0.1 โมลาร ที่มีโซเดียมคารบอเนต (sodium carbonate)โซเดียม 
ไบคารบอเนต(sodium bicarbonate) กรดไบคารบอรนินิค (bicinchoninic acid) และโซเดียม 
ทารเทรต (sodium tartrate) อยู) และสารละลาย B  (คูปริกซัลเฟต (cupric sulfate) เขมขน 4%) ใน
อัตราสวน 50:1 (v/v) ปเปตสารละลายโปรตีนมาตรฐานและสารตัวอยางที่เจือจางแลวลงในจาน
ทดสอบชนิด 96 หลุมหลุมละ 25 ไมโครลิตร จากนั้นเติมสารละลายที่ทําใหเกิดปฏิกิริยาหลุมละ 
200 ไมโครลิตร เขยาใหเขากัน บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 30 นาที นําไปวัดคาการ
ดูดกลืนแสงที่ 562 นาโนเมตร สรางกราฟมาตรฐานโดยใชความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสง
กับความเขมขนของโปรตีนมาตรฐาน นําคาการดูดกลืนแสงของสารตัวอยางมาเทียบกับกราฟ
มาตรฐานเพื่อนคํานวณเปนกลับปริมาณโปรตีน 

3.4.1.4 การวัดการเปลี่ยนแปลงของหมูเอมีนอิสระ 

ทําการเตรียมโปรตีนมาตรฐานใหมีความเขมขน 0.5 และ 1.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
และสารตัวอยางในโซเดียมไบคารบอเนตบัฟเฟอร(sodium bicarbonate buffer) pH 8.5 เขมขน 0.1 
โมลาร ปเปตสารละลายโปรตีนมาตรฐานและสารตัวอยางที่เจือจางแลวปริมาตร 150 ไมโครลิตรลง
ในหลอดทดลอง จากนั้นเติมสาระลาย TNBS เขมขน 0.05% (w/v) ปริมาตร 75 ไมโครลิตร เขยาให
เขากัน บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 2 ช่ัวโมง หลังจากนั้นเติม  SDS เขมขน 10% (w/v) 
ปริมาตร 75 ไมโครลิตร ตามดวยกรดไฮโดรคลอริกความเขมขน 1 นอรมอล ปริมาตร 37.5 
ไมโครลิตร และนําไปวัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 335 นาโนเมตร คํานวณหาเปอรเซ็นตของ
หมูเอมีนที่เพิ่มขึ้นและเปอรเซ็นตของหมูเอมีนที่ใชในการเชื่อมติดของสารจาก 

เปอรเซ็นตของหมูเอมีนที่เพิ่มขึ้น =
A355 ของ cBSA - A355 ของ BSA

A355 BSA  

เปอรเซ็นตของหมูเอมีนที่ถูกใช =
A355 ของ cBSA - A355 ของ TC-cBSA

A355 ของ cBSA  
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3.4.1.5 การหาอัตราสวนโมเลกุลของหมูเอมีนที่เพิ่มขึ้นและ TC ที่เชื่อมติดโดยวิธี  
MALDI-TOF MS 

หาอัตราสวนโมเลกุลของหมูเอมีนที่เพิ่มขึ้นและสารที่เชื่อมติดดวยวิธี Matrix-
Assisted Laser Desorption/Ionization Tine-Of-Flighht Mass Spectrometry (MALDI-TOF-MS) 
โดยสงตัวอยางวิเคราะหที่หนวยบริการชีวภาพ ศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ 
(BIOTEC) เพื่อหามวลโมเลกุลของสาร โดยคํานวณจาก 

จํานวนโมเลกุลของหมูเอมีนที่เพิม่ขึ้น =
มวลโมเลกุลของ cBSA - มวลโมเลกุลของ BSA

มวลโมเลกุลของเอมีน
 

จํานวนโมเลกุลของสารที่เชื่อมติด =
มวลโมเลกุลของ TC-cBSA - มวลโมเลกุลของ cBSA

มวลโมเลกุล TC
 

 

3.4.2 การฉีดกระตุนระบบภูมิคุมกันของหนูดวย TC-cBSA 

กระตุนระบบภูมิคุมกันของหนูทดลองดวย TC ที่เชื่อมกับ cBSA โดยในการฉีด
กระตุนครั้งแรกจะผสมกับ Freund’s complete adjuvant (FCA) ในอัตราสวน 1:1 (v/v) ฉีดเขา
ภายในชองทองหนูทดลองสายพันธุ BALB/c เพศเมีย อายุ 8 สัปดาห 100 ไมโครกรัมตอตัว และฉีด
กระตุนอีก 3 ครั้งทุกๆ 2 สัปดาห โดยผสมกับ Freund’s incomplete adjuvant (FIA) ในอัตราสวน 
1:1 (v/v) เชนกัน เก็บเลือดจากหางหลังฉีด 7 วัน เพื่อนําไปทดสอบหาระดับแอนติบอดี (titer 
screening) ดวยวิธี indirect ELISA ตามวิธีขอ 3.4.3.4.1 และทดสอบวาแอนติบอดีที่ไดสามารถจับ
กับ TC อิสระไดหรือไมโดยวิธี indirect competitive ELISA โดยใช TC-OVA ที่เตรียมไดจากวิธี
เดียวกับการเตรียม TC-cBSA ในขอ 3.4.1.2 แตเปล่ียนโปรตีนพาหะจาก cBSA เปน ovalbumin 
(OVA) มาเคลือบบน จานชนิด 96 หลุมสําหรับ ELISA  จากนั้นเลือกหนูตัวที่ใหระดับแอนติบอดี
สูงสุดและสามารถจับกับ TC อิสระไดไปทําตอในขั้นตอนที่ 4 โดยกอนวันหลอมรวมเซลล 3-4 วัน 
ฉีดกระตุนหนูดวย TC-cBSA ปริมาณ 100 ไมโครกรัมที่ไมผสม Freund’s adjuvant 
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3.4.3 การเตรียมและคัดเลือกเซลลไฮบริโดมาที่สรางโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ TC 

3.4.3.1 การเตรียมเซลลมัยอีโลมา 

นําเซลลมัยอีโลมา NS-I เล้ียงในอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ที่มีซีรัมจากลูกวัว  
(fetal calf serum; FCS) ความเขมขน 10% (v/v) โดยทําการเลี้ยงเซลลมัยอีโลมาใหอยูในระยะ 
เอกซโพเนนเชียลประมาณ 4-5 วันกอนทําการหลอมรวมเซลล ในวันหลอมรวมเซลลนับเซลลที่มี
ชีวิตใหมีจํานวนมากกวา 107 เซลลตอมิลลิลิตร และนําเซลลมัยอีโลมามาปนลางดวยอาหาร RPMI 
1640 ที่มี gentamycin เขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ดวยความเร็ว 1500 รอบตอนาที เปนเวลา 5 
นาที นําสวนใสออกแลวจึงเติมอาหารเลี้ยงเซลลปริมาตร 5 มิลลิลิตรเพื่อเตรียมนําไปหลอมรวมกับ
เซลลมามที่เตรียมไว 

3.4.3.2 การเตรียมเซลลมาม 

เตรียมไดจากนําหนูทดลองที่เลือก (ขอ 3.4.2) แลววาสามารถผลิตแอนติบอดีตอ
TC ทําการสลบหนูโดยใชไดเอทิลอีเธอร (diethyl ether) เจาะเลือดจากหัวใจ เพื่อเก็บซีรัมไวใช
ตอไป ทําการเปดชองทองนํามามออกมาโดยวิธีปลอดเชื้อ ใชกรรไกรตัดมามใหเปนชิ้นเล็กๆ บน
ตะแกรงลวดตาถี่ แลวใชดามของหลอดฉีดยาขนาด 10 มิลลิลิตร บดมามเบาๆ ใหละเอียด เมื่อได
เซลลมามแลวนําไปปนลางใน RPMI 1640 ปริมาตร 40 มิลลิลิตรที่มี gentamycin เขมขน 0.2 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ดวยความเร็ว 1500 รอบตอนาทีเปนเวลา 5 นาที จากนั้นทิ้งสวนใสแลวจึงเติม
อาหารเลี้ยงเซลลปริมาตร 5 มิลลิลิตรเพื่อเตรียมนําไปหลอมรวมกับเซลลมัยอีโลมาที่เตรียมไว 

3.4.3.3 การหลอมรวมเซลล (Fusion) 

นําเซลลของมามหนูจากขอ 3.4.3.2 มารวมกับเซลลมัยอีโลมาจากขอ 3.4.3.1 ใน
อัตราสวน 1:3 ผสมใหเขากันเบาๆ กอนนําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 1500 รอบตอนาที เปนเวลา 5 
นาที เทสวนใสทิ้ง เขยาเบาๆกอนหยด โพลีเอทีลีนไกลคอล (polyethylene glycol; PEG) ที่มี 
มวลโมเลกุล 3000-3700 ดาลตัน ความเขมขน 50% (v/v) ที่เปนสารชวยหลอมเซลลลงไปพรอมการ
หมุนหลอดชาๆ ควมคุมการหยด PEG (มวลโมเลกุล 3000 ถึง 3700 ดาลตัน) ใหหมดภายใน 1 นาที 
จากนั้นเติมอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ที่มี gentamycin เขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ดูดขึ้นลงเบาๆ กอนนําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 1500 รอบตอนาที เปนเวลา 
5 นาที เทสวนใสออก ทําเชนนี้ 2 ครั้งเพื่อเพื่อลาง PEG ออกจากเซลล เติมอาหารเลี้ยงเซลล HAT ที่
มี FCS ความเขมขน 20% (v/v) จากนั้นปเปตเซลลลงในจานเลี้ยงเซลลชนิด 96 หลุมหลุมละ 200 
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ไมโครลิตร นําไปเลี้ยงในตูบมที่มีคารบอนไดออกไซดความเขมขน 5% ที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เล้ียงเซลล 12-14 วัน เมื่อเซลลไฮบริโดมาเจริญไดประมาณ 25% ของพ้ืนที่กนหลุม นํา
อาหารเลี้ยงเซลลไฮบริโดมาในแตละหลุมไปทดสอบวามีการสรางแอนติบอดีตอ TC หรือไมตาม
วิธีในขอ 3.4.3.4 

3.4.3.4 คัดเลือกเซลลไฮบริโดมาที่มีความสามารถในการสรางแอนติบอดีตอ TC 

3.4.3.4.1 คัดเลือกขั้นที่ 1 โดยวิธี indirect ELISA 

ทําการเคลือบพื้นหลุมของจาน ELISA ชนิด 96 หลุมดวย TC-OVA (เตรียมได
เชนเดียวกับ TC-cBSA ตามวิธีในขอ 3.4.1.2) เขมขน 3 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร หลุมละ 100 
ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12-24 ช่ัวโมง นํามาลางดวย PBS ที่มี 
Tween20 (PBS-T) เขมขน 0.05% (v/v) จํานวน 4 คร้ัง เติมสารละลายนมพรองมันเนย (skim milk) 
เขมขน 5% (w/v) ใน PBS หลุมละ 300 ไมโครลิตร แลวนําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 
ช่ัวโมง ลางดวย PBS-T จํานวน 3 คร้ัง เติมตัวอยาง (เลือดหนูหรืออาหารเลี้ยงเซลล) หลุมละ 100 
ไมโครลิตร นําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ช่ัวโมง ลางดวย PBS-T จํานวน 3 คร้ัง เติม
แอนติบอดีทุติยภูมิ goat anti-mouse IgG ที่มีเอนไซม horse redish peroxidase (GAM-HRP) เชื่อม
อยูที่เจือจาง 1:10000 หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ลางดวย 
PBS-T จํานวน 3 ครั้ง เติมสารละลายสับสเตรตที่ประกอบดวย OPD และ H2O2 ละลายในฟอสเฟต 
ซิเตรทบัฟเฟอร (phosphate citrate buffer) pH 5.0 ความเขมขน 0.15 โมลาร หลุมละ 150 
ไมโครลิตร  เปนเวลา 10 นาที เติมกรดซัลฟวริก (sulfuric acid) เขมขน 2.5 โมลาร หลุมละ 100 
ไมโครลิตร เพื่อหยุดปฏิกิริยา นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร 

3.4.3.4.2 คัดเลือกขั้นที่ 2 โดยวิธี indirect competitive ELISA 

เพื่อทดสอบหาแอนติบอดีที่สามารถจับกับ TC ที่อยูในรูปอิสระ โดยปเปต
สารละลาย TC ความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตรลงในจานหลุม 
ELISA ที่เคลือบดวย TC-OVA ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ที่ผานการเติมสารละลายนมพรองมันเนย 
และลางดวย PBS-T แลว จากนั้นปเปตอาหารเลี้ยงเซลล (หรือซีรัมหนู) จากหลุมที่ใหผลบวกในการ
คัดเลือกขั้นแรก (ขอ 3.4.3.4.1) ลงไปผสมกับสารละลาย TC  นําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 2 ช่ัวโมง จากนั้นทําขั้นตอนเดียวกับวิธี indirect ELISA ถาหลุมที่เติม TC อิสระใหคาการ
ดูดกลืนแสงที่ลดลง เมื่อเทียบกับหลุมที่ไมเติม TC อิสระ แสดงวาในอาหารเลี้ยงเซลลที่มาจากหลุม
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ดังกลาวมีแอนติบอดีที่สามารถจับกับ TC ในรูปอิสระได นําเซลลไฮบริโดมาในหลุมนั้นมาแยกให
ไดโคลนเดี่ยว โดยวิธี limiting dilution  

3.4.3.5 การแยกเซลลไฮบริโดมาใหไดเซลลเดี่ยวโดยวิธี limiting dilution 

เพื่อยืนยันวาเซลลไฮบริโดมามาจากตนกําเนิดเดียวกัน นําเซลลไฮบริโดมาที่
สามารถผลิตแอนติบอดีตอ TC ในรูปอิสระจากการคัดเลือกขั้นที่ 2 มาทําใหเปนโคโลนีเดี่ยวโดย
การเจือจางเซลลใหได 1 เซลลตอหลุม เมื่อเซลลเจริญเปนโคโลนีเดียวในหลุม นําน้ําเลี้ยงเซลลมา
ตรวจหาวายังคงมีแอนติบอดีตอ TC หรือไม ถาเซลลยังคงมีการสรางแอนติบอดีตอ TC ขยายเพิ่ม
จํานวนเซลล จากนั้นนําไปแชแข็งในไนโตรเจนเหลว และเก็บอาหารเลี้ยงเซลลไวใชทดสอบตอไป 

3.4.3.6 การเก็บเซลลไฮบริโดมาในไนโตรเจนเหลว 

นําเซลลไฮบริโดมาที่ตองการเก็บ มาเลี้ยงตอในอาหาร RPMI 1640 ที่มี FCS 
เขมขน10% (v/v) ใหอยูในชวงเอกซโพเนนเชียลมาปนเหวี่ยงใหเซลลตกตะกอนดวยความเร็ว 1500 
รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที จากนั้นดูดอาหารเลี้ยงเซลลที่อยูดานบนทิ้ง และเติมน้ํายาเก็บเซลลที่มี 
ไดเมทิลซัลฟอกไซด (DMSO) ความเขมขน 10% (v/v) ขณะเย็นลงไปปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใช 
พลาสเจอรปเปตดูดขึ้นลงเบาๆ จนเซลลเขากันดีกับน้ํายาเก็บเซลล กอนถายเซลลลงในหลอดเก็บ
เซลลขนาด 2 มิลลิลิตร และนําไปแชที่อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส ขามคืน จากนั้นจึงยายลงไปแช
ในไนโตรเจนเหลวที่มีอุณหภูมิประมาณ -196 องศาเซลเซียส 

3.4.3.7 การนําเซลลไฮบริโดมาที่เก็บในไนโตรเจนเหลวกลับมาเลี้ยง 

นําหลอดที่เก็บเซลลไฮบริโดมาออกมาจากการเก็บในไนโตรเจนเหลวมาละลายที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ทันที เมื่อน้ํายาเก็บเซลลในหลอดละลายหมดแลวใหถายเซลลลงหลอด
ที่มีอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร นําไปปนที่ความเร็ว 1500 รอบตอนาที เปน
เวลา 5 นาที กอนนําเซลลไปเลี้ยงตอในอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ที่มี FCS ความเขมขน 20% 
(v/v) 
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3.4.4 การศึกษาลักษณะสมบัติเบื้องตนของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ได 

3.4.4.1 การตรวจสอบไอโซไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยใชชุด
ตรวจสอบสําเร็จรูป 

นําโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดมาทําการตรวจสอบไอโซไทปโดยใชชุด
ตรวจสอบ Isotyping kit โดยทําการเตรียมแอนติบอดีที่จําเพาะตอไอโซไทปชนิดตางๆ (IgG1, IgG2a, 
IgG2b, IgG3, IgA และ IgM) นํามาเจือจาง 1:1000 เทาใน PBS แลวเติมลงในหลุมของจานชนิด 96 
หลุม หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง นํามาลางดวย 
PBS-T จํานวน 3 ครั้ง เติมแอนติบอดีที่ตองการตรวจหลุมละ 100 ไมโครลิตร บมที่ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง เติมแอนติบอดีทุติยภูมิที่จําเพาะตอ IgG ของหนูที่มี HRP เชื่อมอยู ซ่ึง
จําเพาะตอ Fab (Anti-Mouse IgG (Fab specific)-Peroxidase) ที่เจือจาง 1:2000 ใน PBS-T บมที่
อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที ลางดวย PBS-T จํานวน 3 คร้ังเติมสารละลายสับสเตรตที่
ประกอบดวย OPD และ H2O2 ละลายในฟอสเฟตซิเตรทบัฟเฟอร pH 5.0 ความเขมขน 0.15 โมลาร 
หลุมละ 150 ไมโครลิตร  เปนเวลา 10 นาที เติมกรดซัลฟวริกเขมขน 2.5 โมลาร หลุมละ 100 
ไมโครลิตร เพื่อหยุดปฏิกิริยา นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร 

3.4.4.2 การทดสอบความไว (sensitivity) ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

ความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจะรายงานเปนคาความเขมขนของสารที่
นอยที่สุดที่สามารถตรวจวัดได (limit of detection; LOD) โดยการนําคาการดูดกลืนแสงโดยวิธี 
indirect competitive ELISA ที่ทําไดโดยนําแอนติบอดีที่ความเจือจางที่เหมาะสมมาผสมรวมกับสาร
ที่ตองการทดสอบที่ความเขมขน 10-3-104 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ซ่ึงจะเกิดการแยงจับกันระหวาง
สารที่ตองการทดสอบในสารละลายกับสารที่เคลือบอยูกนหลุม มาเขียนกราฟโดยใชโปรแกรม
สําเร็จรูป GraphPad Prism 4 โดยแกน Y เปนคา %B/B0 และแกน X เปนคาล็อกการิทึมของความ
เขมขนของสารที่ทดสอบ และคํานวณคา LOD ไดจากสูตรเพื่อนนํามาเทียบกับกราฟไดเปนความ
เขมขน 

LOD = B0- 3SD 

เมื่อ B, B0 คือ คาการดูดกลืนแสงจาก ELISA ที่มีหรือไมมีแอนติเจนตามลําดับ 
 SD คือ คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
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3.4.4.3 การทดสอบความจําเพาะ (specificity) ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ 
TC  

ความจําเพาะของแอนติบอดีจะรายงานอยูในคาของการทดสอบปฏิกิริยาขามของ
โมโนโคลนอลแอนติบอดี เพื่อทดสอบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดสามารถเกิดปฏิกิริยากับ
สารในกลุม TCs และสารนอกกลุมหรือไม โดยวิธี indirect competitive ELISA ที่ทําไดโดย
แอนติบอดีที่ความเจือจางที่เหมาะสมมาผสมรวมกับสารที่ตองการทดสอบที่ความเขมขน 10-3-104 
นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ซ่ึงจะเกิดการแยงจับกันระหวางสารที่ตองการทดสอบในสารละลายกับสาร
ที่เคลือบอยูกนหลุม มาเขียนกราฟโดยใชโปรแกรมสําเร็จรูป GraphPad Prism 4 โดยแกน Y เปนคา 
%B/B0 และแกน X เปนคาล็อกการิทึมของความเขมขนของสารที่นํามาทดสอบ โดยคาความเขมขน
ของสารที่ทําใหเกิดการยับยั้งที่ 50 เปอรเซ็นต (50% of inhibition concentration; IC50) หาไดจาก
การนําคาที่ 50% ของ B/B0 มาเทียบกับกราฟไดเปนคาความเขมขน และนําคาการดูดกลืนแสงที่
ไดมาหาคา IC50 ของสารแตละตัวที่ใชเปนตัวแขงขัน 

เปอรเซ็นตปฏิกิริยาขาม =
IC50 ของ TC

IC50 ของตัวแขงขันอื่น
 

3.4.5 การทําแอนติบอดีใหบริสุทธิ์  

 นําเซลลไฮบริโดมาที่ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ TC มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล 
RPMI ที่มี FCS เขมขน 10% ปริมาตร 600 มิลลิลิตร ในขวดเลี้ยงเซลลแบบปนกวนขนาด 1 ลิตร 
เก็บอาหารที่ใชเล้ียงเซลลเพื่อนํามาแยกแอนติบอดีใหบริสุทธิ์โดยดวยโครมาโทกราฟแบบ 
สัมพรรคภาพ (affinity chromatography column) โดยใชโปรตีนจี  

3.4.5.1 การทําแอนติบอดีใหบริสุทธิ์โดยใชโปรตีนจี (Wikströms, 2005) 

นําโปรตีนจีเซฟาโรส (Protein G sepharose) 5 มิลลิลิตรที่อยูในภาชนะที่มี
เอธานอลเขมขน 20% (v/v) เปลี่ยนใหอยูในโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 7.0 ความเขมขน 20  
มิลลิโมลาร จากนั้นเตรียมคอลัมนโปรตีนจีใหเขาสูสภาวะสมดุลโดยปรับอัตราการไหลเทากับ 1 
มิลลิลิตรตอนาที จากนั้นเติมอาหารเลี้ยงเซลลที่มีแอนติบอดีที่ตองการทําใหบริสุทธิ์ลงในคอลัมน
โปรตีนจี ปริมาตร 300 มิลลิลิตร ลางโปรตีนที่ไมจับกับคอลัมนออกดวย โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร 
pH 7.0 ความเขมขน 20 มิลลิโมลาร ทําการชะแอนติบอดีออกจากคอลัมนโปรตีนจี โดยใชไกลซีน
ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร (glycine-HCl) pH 2.7 ความเขมขน 0.1 โมลาร พรอมกับเก็บสารละลายที่
ออกมาจากคอลัมนหลอดละ 1 มิลลิลิตรในหลอดที่เก็บที่มีทริสไฮโดรคลอไรด (Tris-HCl) pH 9 
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เขมขน 1 โมลาร ปริมาตร 65 ไมโครลิตรอยูเพื่อปรับคาความเปนกรดเบสใหเปนกลาง หลังจากนั้น
นําสารละลายในแตละหลอดไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร และทํา 
indirect ELISA เพื่อนํามาวาดเปนโครมาโตแกรม แลวนําสารละลายในหลอดทดลองที่มีแอนติบอดี
มารวมกัน นําไปทํา dialysis ดวย PBS ที่มี 0.01% Thimerosal อยูเปนเวลา 3 วัน ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส โดยเปลี่ยนบัฟเฟอรวันละ 2 คร้ัง คร้ังละ 1 ลิตร กอนนําหาปริมาณโปรตีนและปริมาณ
แอนติบอดีตอไป 

3.4.5.2 การหาปริมาณแอนติบอดีโดยการทํา ELISA 

หาปริมาณแอนติบอดีในอาหารเลี้ยงเซลลกอนทําใหบริสุทธิ์ ทําการเจือจางอาหาร
เล้ียงเซลลและแอนติบอดีที่ทําใหบริสุทธิ์แลวใหมีความเขมขน 0, 0.05, 0.1, 0.2 และ 0.4 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรเพ่ือสรางเปนกราฟมาตรฐานของแอนติบอดี นํามาทํา indirect ELISA สราง
กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของแอนติบอดีกับคาการดูดกลืนแสงที่ 492 
นาโนเมตร หาปริมาณแอนติบอดีในอาหารที่ไดจากการเลี้ยงเซลลไฮบริโดมา โดยเปรียบเทียบกับ
กราฟมาตรฐานที่ได   

3.4.5.3 การทดสอบความบริสุทธิ์และหามวลโมเลกุลของโมโนโคลนอล
แอนติบอดี  

3.4.5.4.1 การเตรียมพอลิอะคริลาไมดเจลชนิดแผน 

ทดสอบความบริสุทธิ์และหามวลโมเลกุลของโมโนโคลนอลแอนติบอดีดวยวิธี 
พอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโทรฟอเรซิสแบบเอสดีเอส (SDS-Polyacrylamide Gel Electrophoresis; 
SDS-PAGE)  โดยเตรียม 10% separating gel ที่มีความกวางไมต่ํากวา 5 เซนติเมตร ยาว 8 
เซนติเมตร และหนา 0.75 เซนติเมตร ปรับผิวหนาเจลใหเรียบโดยเติมน้ํากลั่น ตั้งทิ้งไวเพื่อใหเจล 
เกิดการแข็งตัว (polymerization) อยางสมบูรณ เมื่อเจลแข็งตัวแลวเทน้ํากลั่นสวนบนทิ้ง เท 5% 
stacking gel ที่ดานบนของ separating gel และใสหวี (comb) ที่เปนแมพิมพหลุมเจล ตั้งทิ้งไวเพื่อให
เจลแข็งตัว (ขอ ข.6 ภาคผนวก ข) 
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3.4.5.4.2 การเตรียมสารละลายตัวอยาง 

 เตรียมสารละลายตัวอยางใหมีปริมาณโปรตีน 5 มิลลิกรัมและมีปริมาตรไมเกิน 60 
ไมโครลิตรตอหลุมของเจล ผสมกับสารละลายสียอมที่มี SDS, β-mercaptoethanol และ 
bromophenol blue (SDS staining dye) ในอัตราสวน 1:1 นําไปตมที่อุณหภูมิ 100 องศเซลเซียส เปน
เวลา 5 นาที ตั้งทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภูมิหองกอนนําไปปเปตในหลุมเจล (ขอ ข.6 ภาคผนวก ข) 

3.4.5.4.3 การทําอีเล็กโทรฟอเรซิส  

ทําการแยกแอนติบอดีโดยนําเจลที่เตรียมไวไปประกอบเขากับเครื่องทําอิเล็กโทร
ฟอเรซิส (electrophoresis chamber) ที่มี SDS ในไกลซีนไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร (running buffer) 
ทั้งสวนบนและลางของเครื่อง นําสารละลายตัวอยางมาปเปตในหลุมเจลไมเกินหลุมละ 60 
ไมโครลิตร สวนหลุมของ marker ใหปเปตปริมาตร 2.5 ไมโครลิตร ตอขั้วไฟฟาเขากับเครื่องจาย
ไฟฟา (power supply) เร่ิมการแยกโปรตีนโดยใหกระแสไฟฟาที่มีความตางศักยคงที่ที่ 100 V เปน
เวลา 90 นาที จนแถบสีของสียอมเคลื่อนไปจนเกือบถึงปลายเจลจึงหยุดใหกระแสไฟฟา นําเจลที่ได
ไปยอมสีดวย coomassie blue (staining solution) เปนเวลา 15 นาที และลางในสารละลายของ 
เมธานอลและกรดแอซิติก (destaining solution) จนกวาจะเห็นแถบของโปรตีนชัดเจน (ขอ ข.6 
ภาคผนวก ข) 

3.4.5.4 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังทําใหบริสุทธิ์ 

นําโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ทําใหบริสุทธิ์แลวมาทดสอบความไวดวยวิธี 
indirect competitive ELISA ตามขั้นตอนในขอ 3.4.4.2 
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บทที่  4 

ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 

4.1 ผลการเตรียมแอนติเจนเพื่อใชในการฉีดกระตุนสัตวทดลอง 

สารเตตราไซคลิน (Tetracycline; TC) มีมวลโมเลกุลขนาดเล็กเรียกวาแฮปเทน 
(hapten) ซ่ึงไมสามารถกระตุนภูมิคุมกันของหนูใหสรางแอนติบอดีตอ TC ไดดวยตัวมันเอง ดังนั้น
จึงตองเชื่อม TC กับโปรตีนพาหะที่มีมวลโมเลกุลขนาดใหญกอนนําไปใชในการฉีดกระตุนหนู
ทดลอง 

4.1.1 ผลการเตรียมโปรตีนพาหะ  

จากการนําโปรตีน BSA มาทําปฏิกิริยากับ EDA โดยมี EDC เปนสารตัวกลาง
เพื่อใหเกิดการแทนที่ไดเอมีนเขาที่ตําแหนงของหมูคารบอกซิลิกของโปรตีนเกิดเปนหมูเอมีนขึ้น
แทน ปฏิกิริยาดังรูปที่ 4.1  

 

รูปที่ 4.1 การแทนที่ไดเอมนีเขาที่ตําแหนงของหมูคารบอกซิลิกของโปรตีนโดยใช EDA และ EDC 
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พบวาเมื่อทําการเพิ่มหมูเอมีนใหกับโปรตีน BSA ใหเปนโปรตีนพาหะ cBSA แลว
นําไปวัดปริมาณโปรตีนโดยวิธี BCA เพื่อหาความเขมขนของโปรตีนสําหรับนําไปใชในการเชื่อม
ติดกับ TC ตอไป โดยนําคาการดูดกลืนแสงที่ 562 นาโนเมตรที่ความเจือจางตางๆ เทียบกับคาการ
ดูดกลืนแสงที่ไดจากกราฟมาตรฐานของ BSA (ตารางที่ ก.1 และรูปที่ ก.1, ภาคผนวก ก) ผลดัง
ตารางที่ 4.1 ไดความเขมขนของโปรตีน cBSA เทากับ 3.46 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เมื่อนําไปทําให
แหงดวยเทคนิค lyophilization จะไดโปรตีน cBSA ในรูปผงสีขาว 

ตารางที่ 4.1 คาความเขมขนของโปรตีนพาหะ cBSA โดยใชวิธี BCA 

คาความเจือจาง คาการดูดกลืนแสงที่ 562 นาโนเมตร 
ความเขมขนของโปรตีน 

(mg/ml) 
1:4 0.689 3.31 
1:8 0.376 3.60 

ความเขมขนโปรตีนเฉลี่ย 3.46 

จากการนําโปรตีน cBSA ไปหาโมเลกุลของหมูเอมีนที่เพิ่มขึ้นโดยวิธี TNBS  
โดยสาร TNBS เมื่อจับกับหมูเอมีนอิสระแลวจะเกิดปฏิกิริยาเปลี่ยนเปนสีสมที่สามารถดูดกลืนแสง
ไดที่ความยาวคลื่น 335 นาโนเมตร ไดผลดังตารางที่ 4.2 พบวาหมูเอมีนบนโมเลกุลของ BSA มีเพิ่ม
มากขึ้นเฉลี่ย 8.06 เปอรเซ็นต 

ตารางที่ 4.2 ผลทดสอบการเพิ่มหมูเอมีนในโมเลกุลของโปรตีน BSA โดยวิธี TNBS 

ความเขมขนโปรตีน 
(mg/ml) 

A355 ของโปรตีน BSA  
A355 ของโปรตีน 

cBSA 
คาเปอรเซ็นตหมูเอมีน
ที่เพิ่มขึ้นของ cBSA 

0.5 0.746 0.792 6.24 
0.25 0.417 0.455 9.12 
0.125 0.221 0.241 8.82 

คาเปอรเซ็นตเฉล่ียของหมูเอมีนที่เพิ่มขึ้น 8.06 

ผลการหามวลโมเลกุลของ cBSA โดยใชเทคนิค MALDI-TOF MS แสดงในรูปที่ 
4.2 จากโครมาโตแกรมที่ไดพบวาโปรตีน BSA มีมวลโมเลกุล 67020.67 ดาลตัน และโปรตีน cBSA 
มีมวลโมเลกุล 67415.80 ดาลตัน มีมวลโมเลกุลมากขึ้น 395.13 ดาลตัน แสดงวามีหมูเอมีน (มวล
โมเลกุล 16.5 ดาลตัน) เพิ่มขึ้นในโปรตีน BSA เทากับ 24 โมเลกุล จากการทําใหโมเลกุลของ BSA 
มีหมูเอมีนเพิ่มขึ้น นั่นคือ cBSA และใชเปนโปรตีนพาหะ สงผลใหโอกาสในการเชื่อมติดกับ 
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แฮปเทนมีมากขึ้น ซ่ึงจากรายงานของ Muckerheide และคณะ (1987) พบวาการใช cBSA เปน
โปรตีนพาหะ ชวยทําใหประสิทธิภาพของการกระตุนในสัตวทดลองเพิ่มมากขึ้น เนื่องจากกระตุน
การแบงตัวของที-เซลล โดยเฉพาะ TH ไดไวกวาโปรตีนในรูปเดิม (native form) 

 

 

 
 BSA cBSA 

รูปที่ 4.2 โครมาโตแกรมของมวลโมเลกุลของโปรตีน BSA และ cBSA โดยวิธี MALDI-TOF MS 

4.1.2 ผลการเตรียม TC เชื่อมกับ cBSA  

จากการเตรียมแอนติเจนที่จะนํามาฉีดกระตุนระบบภูมิคุมกันหนูโดยทําการ
เชื่อมตอ TC กับโปรตีนพาหะ cBSA โดยใชปฏิกิริยา Mannich ซ่ึงจะมีการเติมฟอรมัลดีไฮดทําให
เกิดปฏิกิริยาควบแนนระหวางหมูเอมีนของโปรตีนพาหะกับวงฟนอลของ TC โดยจะเกิดตัวเชื่อม 
เมทธิลลีนขึ้นระหวางสองโมเลกุล (รูปที่ 4.3) นําไปวัดปริมาณโปรตีนโดยวิธี BCA เพื่อหาความ
เขมขนของโปรตีน โดยนําคาการดูดกลืนแสงที่ 562 นาโนเมตรที่ความเจือจางตางๆ เทียบกับคาการ
ดูดกลืนแสงที่ไดจากกราฟมาตรฐานของ cBSA (ตารางที่ ก.2 และรูปที่ ก.2, ภาคผนวก ก) ไดผลดัง
ตารางที่ 4.3 พบวาแอนติเจน TC-cBSA มีความเขมขนของโปรตีน 2.59 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

  

67020.672 67415.795 
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รูปที่ 4.3 การเชื่อม TC กับโปรตีนพาหะ cBSA โดยใชปฏิกิริยา Mannich 

ตารางที่ 4.3 คาความเขมขนของแอนติเจน TC-cBSA โดยใชวิธี BCA 

คาความเจือจาง A562 
ความเขมขนของโปรตีน  

(mg/ml) 
1:5 0.537 2.45 
1:10 0.299 2.73 

ความเขมขนโปรตีนเฉลี่ย 2.59 

จากการทดสอบประสิทธิภาพการเชื่อมติดโดยการนําแอนติเจน TC-cBSA มาหา
โมเลกุลของหมูเอมีนของโปรตีน cBSA ที่ถูกใชไปในการเชื่อมตอกับ TC โดยวิธี TNBS ไดผลดัง
ตารางที่ 4.4 พบวาหมูเอมีนที่ใชในการเชื่อมติดระหวาง TC กับ cBSA คิดเปน 26.42 เปอรเซ็นต 

ตารางที่ 4.4 คาเปอรเซ็นตของการเชื่อมติดระหวาง TC กับโปรตีน cBSA โดยวิธี TNBS 

ความเขมขนโปรตีน 
(mg/ml) 

A355 ของ cBSA A355 ของ TC-cBSA 
คาเปอรเซ็นตการเชื่อม

ติด 
1.0 1.143 0.912 20.21 
0.5 0.622 0.419 32.64 
คาเปอรเซ็นตเฉล่ียการเชื่อมติดแอนตเิจน TC-cBSA 26.42 
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และทําการยืนยันผลการเชื่อมติดโดยหาอัตราสวนโมเลกุลของ TC ที่เชื่อมกับ 
cBSA 1 โมเลกุล จากการหามวลโมเลกุลของ cBSA ที่เปล่ียนไปโดยเทคนิค MALDI-TOF MS 
แสดงในรูปที่ 4.4 จากโครมาโตแกรมที่ไดพบวาโปรตีน cBSA มีมวลโมเลกุล 67415.80 ดาลตัน 
(จากรูป4.1) และแอนติเจน TC-cBSA มีมวลโมเลกุล 71573.811 ดาลตัน มีมวลโมเลกุลมากขึ้น 
4158.011 ดาลตัน สามารถคํานวณเปนอัตราสวนโมเลกุลของ TC (มวลโมเลกุล 444.44 ดาลตัน) ที่
เชื่อมกับโปรตีนพาหะ cBSA1 โมเลกุลเทากับ 9 โมเลกุล ในขณะผลของการเชื่อม TC กับ BSA โดย
ปฏิกิริยา Mannich ในงานวิจัยของ Faraj และ Ali (1980) พบวาสามารถเชื่อมตอ TC ไดถึง 30-40 
โมเลกุลบน BSA แตเมื่อนํา TC-cBSA ไปฉีดกระตุน พบวาหนูสามารถสรางแอนติบอดีตอ TC ได
เชนกัน แมวา TC ที่เชื่อมกับ cBSA มีอัตราสวนนอยกวางานวิจัยของ Faraj และ Ali (1980) ก็ตาม 

  

TC-cBSA 

รูปที่ 4.4 โครมาโตแกรมของมวลโมเลกุลของ TC-cBSA โดยวิธี MALDI-TOF MS 

 

4.2 ผลการฉีดกระตุนระบบภูมิคุมกันของหนูใหสรางแอนตบิอดีตอ TC 

จากการฉีดกระตุนหนูทดลองทั้งหมด 5 ตัวดวยแอนติเจน TC-cBSA ที่เตรียมได 
และนําซีรัมของหนูทดลองที่ไดรับการฉีดกระตุนมาหาระดับแอนติบอดีดวยวิธี indirect ELISA 
และทดสอบการสรางแอนติบอดีตอ TC ดวยวิธี indirect competitive ELISA ทําการคัดเลือกหนูที่
ใหระดับแอนติบอดีสูงที่สุด และสามารถจับกับ TC ในรูปอิสระได เพื่อใชสําหรับหลอมรวมเซลล
เพื่อผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอไป 

71573.811 
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4.2.1 การหาระดับแอนติบอดี (antibody titer) ของหนูทดลองที่ไดรับการฉีดกระตุน 

จากการทดสอบหาระดับแอนติบอดีดวยวิธี indirect ELISA ไดผลดังรูปที่ 4.5 และตารางที่ 
4.5 โดยเลือกระดับแอนติบอดีคือความเจือจางของซีรัมที่ใหคาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร
ประมาณ 0.1 พบวาหนูทั้ง 5 ตัวสามารถผลิตแอนติบอดีตอ TC-cBSA โดยมีระดับแอนติบอดีเทากับ 
1:64000, 1: 64000, 1:512000, 1:256000 และ 1:64000 ตามลําดับ 

 

 

รูปที่ 4.5 ระดับแอนติบอดีจากซีรัมของหนูทดลองที่ไดรับการฉีดกระตุนดวย TC-cBSA จํานวน 5 
ตัวดวยวิธี indirect ELISA โดยใชแอนติเจน TC-OVA ความเขมขน 3 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตรเคลือบที่กนหลุม และใชซีรัมของหนูทดลองเจือจาง 1:1000 ถึง 1:512000 
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ตารางที่ 4.5 การทดสอบระดับแอนติบอดีจากซีรัมของหนูทดลองที่ไดรับการฉีดกระตุนดวย TC-
cBSA จํานวน 5 ตัวดวยวิธี indirect ELISA 

ความเจือจาง
ของซีรัม 

A492 
ซีรัมหนู
กอนถูก
กระตุน 

หนูตวัที่ 1 หนูตวัที่ 2 หนูตวัที่ 3 หนูตวัที่ 4 หนูตวัที่ 5 

1:1000 0.076 1.575 1.617 2.348 2.170 1.423 
1:2000 0.058 1.249 1.190 2.189 1.852 1.085 
1:4000 0.044 0.880 0.840 1.957 1.448 0.794 
1:8000 0.042 0.579 0.549 1.611 1.070 0.538 

1:16000 0.039 0.331 0.339 1.207 0.700 0.348 
1:32000 0.036 0.192 0.198 0.778 0.432 0.212 
1:64000 0.036 0.128 0.129 0.518 0.271 0.155 
1:128000 0.035 0.086 0.090 0.311 0.186 0.110 
1:256000 0.035 0.070 0.070 0.194 0.138 0.098 
1:512000 0.035 0.056 0.056 0.118 0.123 0.091 

 

4.2.2 ผลการทดสอบความจําเพาะของแอนติบอดีตอ TC ในรูปอิสระ 

จากการทําการทดสอบความจําเพาะของแอนติบอดีตอ TC ในรูปอิสระดวยวิธี 
indirect competitive ELISA ไดผลดังตารางที่ 4.6 พบวาแอนติบอดีจากหนูทั้ง 5 ตัวสามารถจับกับ 
TC ในรูปอิสระได เนื่องจากเมื่อมี TC เปนตัวแขงขันคาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตรของการ
ทํา competitive ELISA ลดลงเมื่อเทียบกับคาที่ไมมีการเติมสารอิสระลงไป โดยจะมีคาลดลงเปน 
68.0-91.4 เปอรเซ็นต และแอนติบอดีจากหนูทั้ง 5 ตัวไมจําเพาะตอสวนของ BSA เนื่องจากคาการ
ดูดกลืนแสงลดลงเพียงเล็กนอยเทานั้นเมื่อใช BSA เปนแอนติเจนแยงจับ  
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ตารางที่ 4.6 การทดสอบความสามารถในการจับกับแอนติเจนอิสระของซีรัมของหนูทดลองที่ไดรับ
การฉีดกระตุนดวย TC-cBSA 

ซีรัม 
 

ความเจือจาง 

A492 %A492ที่ลดลง 
เมื่อเติม TC ไมเติมสารอิสระ 10 μg/ml BSA  10 μg/ml TC 

หนูตวัที่ 1 1:2000 1.205 1.059 0.201 83.32 
หนูตวัที่ 2 1:2000 0.925 0.810 0.165 82.16 
หนูตวัที่ 3 1:16000 0.852 0.744 0.380 55.40 
หนูตวัที่ 4 1:8000 1.239 1.196 0.084 91.74 
หนูตวัที่ 5 1:2000 1.229 1.227 0.393 68.02 

 

4.3 ผลการหลอมรวมเซลลและคัดเลือกเซลลไฮบริโดมาที่สรางโมโนโคลนอลแอนติบอดตีอ TC 

ทําการหลอมรวมเซลลระหวางเซลลมามของหนูที่ไดรับการฉีดกระตุนกับ
เซลลมะเร็ง NSI ทั้งหมด 5 ครั้ง หลังจากนั้นประมาณ 1 สัปดาห ตรวจดูเซลลไฮบริโดมาดวยกลอง
จุลทรรศนชนิดหัวกลับพบเซลลไฮบริโดมามีลักษณะเปนโคโลนีขนาดเล็กในหลุม นําอาหารเล้ียง
เซลลจากหลุมที่พบไฮบริโดมามาทําการคัดกรองโดยวิธี indirect ELISA และ indirect competitive 
ELISA (ตารางที่ ก.3 ภาคผนวก ก) ไดผลดังตารางที่ 4.7 ผลของการหลอมรวมเซลลทั้ง 5 ครั้งทําให
ไดไฮบริโดมาเซลลที่สามารถผลิตแอนติบอดีตอ TC อิสระทั้งหมด 3 หลุม นําแตละหลุมมาทําการ
แยกเซลลเดี่ยวโดยวิธี limiting dilution เพื่อยืนยันวาเซลลไฮบริโดมามาจากตนกําเนิดเดียวกันและ
ยังคงสรางแอนติบอดีตอ TC อิสระอยู โดยตั้งเปนรหัสจากการหลอมรวมเซลลครั้งที่ 1,4 และ 5 คือ 
7-4C, 12-3F และ 5-9H ตามลําดับ  ตอมาจึงขยายเพิ่มจํานวนเซลลแลวนําเซลลไปเก็บรักษาโดยแช
แข็งในไนโตรเจนเหลว และเก็บอาหารเลี้ยงเซลลไวใชในการตรวจสอบลักษณะสมบัติตอไป สวน
ผลจากการหลอมรวมเซลลครั้งที่ 2 ไมพบเซลลไฮบริโดมาที่สรางแอนติบอดีตอ TC อาจ
เนื่องมาจากการที่ไดจํานวนเซลลไฮบริมานอย จึงสงผลใหโอกาสที่จะไดเซลลที่ผลิตแอนติบอดีที่
ตองการมีนอยตามไปดวย และผลจากการหลอมรวมเซลลคร้ังที่ 3 พบเซลลไฮบริโดมา 2 หลุมที่
สามารถผลิตบอดีตอแอนติเจนในรูปที่เชื่อมกับโปรตีนพาหะที่เคลือบพื้นหลุมของจาน ELISA แต
ไมสามารถจับกับ TC อิสระในการคัดเลือกขั้นที่ 2 ได จึงไมนํามาใชในการวิจัยตอไป  
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ตารางที่ 4.7 ผลของการหลอมรวมเซลลทั้ง 5 คร้ัง 

คร้ัง
ที่ 

หนู
ตัว
ที่ 

ระดับ
แอนติบอดี
ในซีรัม
กอนการ
หลอมรวม 

จํานวน
หลุมตั้งตั้ง

ตน 

เซลล
ไฮบริ
โดมาที่
เจริญ 

จํานวนหลุมที่
ผลิต

แอนติบอด ี

จํานวนหลุมทีผ่ลิต
แอนติบอดีตอสาร

อิสระ TC  

รหัส
โคลนที่
ได 

1 1 1:64000 1152 461 1 1 7-4C 
2 2 1:64000 1152 29 0 0 - 
3 3 1:512000 1152 393 2 0 - 
4 4 1:256000 1152 468 1 1 12-3F 
5 5 1:64000 1152 760 1 1 5-9H 

 

4.4 ผลการศึกษาลักษณะสมบัติเบื้องตนของโมโนโคลนอลแอนติบอด ี

4.4.1 ผลการตรวจสอบไอไซไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

จากการตรวจสอบไอไซไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากทั้ง 3 โคลนโดยวิธี 
indirect ELISA antigen capture โดยใชแอนติบอดีมาตรฐาน IgG3 เปนตัวควบคุม (ตารางที่ 4.8) 
พบวาโคลน 7-4C และ 5-9H มีไอโซไทป IgG1 และโคลน 12-3F มีไอโซไทป IgG2a 

ตารางที่ 4.8 ผลการตรวจสอบไอโซไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยวิธี indirect ELISA  

รหัสโคลน 
A492 

IgG1 IgG2a IgG2b IgG3 IgM IgA 
7-4C 1.147 0.126 0.389 0.301 0.296 0.193 
12-3F 0.044 1.068 0.062 0.808 0.072 0.105 
5-9H 1.122 0.120 0.228 0.157 0.140 0.106 

Control IgG3 0.287 0.448 0.663 1.923 0.465 0.178 
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4.4.2 ผลการทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ TC ในรูปอิสระ 

การหาความเจือจางของแอนติบอดีที่เหมาะสมตอการนําไปทดสอบความจําเพาะ
ของแอนติบอดีตอ TC โดยวิธี indirect ELISA ไดผลดังตารางที่ 4.9 เลือกความเจือจางที่ใหคาการ
ดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตรมีคาใกลเคียง 1.000 ไดความเจือจางของแอนติบอดีที่เหมาะสม
สําหรับโคลน 7-4C, 12-3F และ 5-9H คือ 1:20, 1:800 และ 1:10 ตามลําดับ 

ตารางที่ 4.9 คาความเจือจางของแอนติบอดีจากโคลน 7-4C, 12-3F และ 5-9H ที่เหมาะสมโดยวิธี 
indirect ELISA 

ความเจือจางของ 
7-4C 

A492  
ความเจือจางของ

12-3F 
A492  

ความเจือจางของ
5-9H 

A492 

- 1.223  - 1.448  - 1.048 
1:2.5 1.263  1:25 1.671  1:2.5 1.035 
1:5 1.240  1:50 1.652  1:5 1.042 
1:10 1.208  1:100 1.602  1:10 1.008 
1:20 1.113  1:200 1.488  1:20 0.938 
1:40 0.960  1:400 1.381  1:40 0.804 
1:80 0.703  1:800 1.182  1:80 0.585 
1:160 0.438  1:1600 0.954  1:160 0.363 
1:320 0.243  1:3200 0.696  1:320 0.224 
1:640 0.137  1:6400 0.406  1:640 0.133 

 

ทําการหาคา IC50 และ LOD ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากทั้ง 3 โคลนดวยวิธี 
indirect competitive ELISA โดยใช TC ในรูปอิสระเปนตัวแขงขัน คํานวณโดยใชโปรแกรม 
GraphPad Prism 4 ไดผลดังรูปที่ 4.6 (ตารางที่ ก.4 ภาคผนวก ก) พบวาทั้ง 3 โคลน คือ 7-4C, 12-3F 
และ 5-9H ใหคา IC50 เทากับ 11, 57 และ 261 นาโนกรัมตอมิลลิลิตรตามลําดับ และใหคา LOD 
เทากับ 2, 16 และ 56 นาโนกรัมตอมิลลิลิตรตามลําดับ ซ่ึงต่ํากวาคา MRL ที่กําหนดไวต่ําที่สุดที่ 100 
นาโนกรัมตอมิลลิลิตร (ppb) 
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รูปที่ 4.6 การหาความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลน 7-4C, 12-3F และ 5-9H ตอ TC 
โดยวิธี indirect competitive ELISA โดยใชแอนติเจน TC-OVA ความเขมขน 1 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรเคลือบที่กนหลุม และแอนติบอดีจากโคลน 7-4C, 12-3F และ 5-
9H เจือจาง 1:20, 1:800 และ 1:10 ตามลําดับ แขงขันกับ TC อิสระ 10-3-104 นาโนกรัมตอ
มิลลิลิตร  

4.4.3 ผลการทดสอบความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ TC 

ทดสอบความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยทดสอบการเกิดปฏิกิริยา
ขามของโมโนโคลนอลแอนติบอดี จากทั้ง 3 โคลนดวยวิธี indirect competitive ELISA ตอสารใน
กลุม TCs ไดแก OTC, CTC, DC และ RTC และสารนอกกลุม TCs คํานวณโดยใชโปรแกรม 
GraphPad Prism 4 ไดผลดังรูปที่ 4.7, 4.8 และ 4.9 (ตารางที่ ก.4, ก.6, ก.8 และ ก.8 ภาคผนวก ก) 
และตารางที่ 4.10, 4.11 และ 4.12 พบวาแอนติบอดีที่ไดมีความไวตอ TC ตางกันโดยเรียงจากความ
ไวมากไปนอยคือ 7-4C, 12-3F และ 5-9H ตามลําดับ ผลของการเกิดปฏิกิริยาขามกับสารในกลุม 
TCs ทั้ง 5 ตัวคือ TC, OTC, CTC, DC และ RTC  พบวาแอนติบอดีจากทั้ง 3 โคลนจะสามารถ
เกิดปฏิกิริยาขามกับสารในกลุม TCs ทุกตัว ตั้งแต 2 ถึง 307 เปอรเซ็นตดังตารางที่ 4.13 และไม
เกิดปฏิกิริยาขามกับสารนอกกลุม TCss แสดงใหเห็นวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดมี
ความจําเพาะกับสารในกลุม TCs สูง คาดวาเนื่องจากสารในกลุม TCs มีโครงสรางใกลเคียงกัน เมื่อ
เปรียบเทียบกับงานวิจัยของ Pastor-Navarro และคณะ (2007) ซ่ึงไดแอนติบอดีที่เกิดปฏิกิริยาขาม
กับสารในกลุม TCs ทุกตัว โดยเฉพาะ RTC มีการเกิดปฏิกิริยาขามถึง 90 เปอรเซ็นต และในงานวิจัย
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ของ Zheng และคณะ (2007) ไดแอนติบอดีที่เกิดปฏิกิริยาขามกับ CTC ถึง 112 เปอรเซ็นต  
โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดนี้คาดวาสามารถนํามาพัฒนาเปนชุดตรวจสอบสารในกลุม TCs โดย
วิธี ELISA ได แตไมสามารถใชตรวจแบบจําเพาะเฉพาะ TC ได ดังนั้นจึงเลือกแอนติบอดีที่ไดจาก
โคลนรหัส 7-4C มีความไวมากที่สุด และมีคา IC50 ต่ํากวาคา MRL ของ TC ที่ต่ําที่สุดที่ถูกกําหนด
ไวคือ 100 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร (ppb) มาทําใหบริสุทธิ์เพื่อใชศึกษาตอไป 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.7 การทดสอบปฏิกิริยาขามของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 7-4C โดยวิธี indirect competitive 
ELISA ตอสารในกลุม TCs โดยใชแอนติเจน TC-OVA ความเขมขน 1 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตรเคลือบที่กนหลุม และแอนติบอดีจากโคลน 7-4C เจือจาง 1:20 แขงขันกับ TC, 
OTC, CTC, DC และ RTC อิสระ ที่มีความเขมขน 10-3-104 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร 
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ตารางที่ 4.10 คา IC50 และเปอรเซ็นตการเกิดปฏิกิริยาขามของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 7-4C ตอ
สารในกลุม TCs และสารนอกกลุมโดยวิธี indirect competitive ELISA  

ตัวแขงขัน 
IC50 

(ng/ml) 
เปอรเซ็นตปฏิกิริยาขาม 

TCs Tetracycline (TC) 12 100 
 Oxytetracycline (OTC) 76 16 
 Chlortetracycline (CTC) 7 168 
 Doxycycline (DC) 89 13 
 Rolitetracycline (RTC) 13 90 

Antibiotics Norfloxacin >10000 <0.01 
 Enrofloxacin >10000 <0.01 
 Streptomycin >10000 <0.01 
 Kanamycin >10000 <0.01 
 Amoxicillin >10000 <0.01 
 Gentamycin >10000 <0.01 
 Penicillin G >10000 <0.01 
 Spectinomycin >10000 <0.01 
 Chloramphenicol (CAP) >10000 <0.01 
 Furazolidone (FZD) >10000 <0.01 
 3-amino-2-oxazolidinone (AOZ) >10000 <0.01 

β-agonists Clenbuterol >10000 <0.01 
 Salbutamol >10000 <0.01 
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รูปที่ 4.8 การทดสอบปฏิกิริยาขามของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 12-3F โดยวิธี indirect 
competitive ELISA ตอสารในกลุม TCs โดยใชแอนติเจน TC-OVA ความเขมขน 1 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรเคลือบที่กนหลุม และแอนติบอดีจากโคลน 12-3F เจือจาง 1:1600 
แขงขันกับ TC, OTC, CTC, DC และ RTC อิสระ ที่มีความเขมขน 10-3-104 นาโนกรัมตอ
มิลลิลิตร 
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ตารางที่ 4.11 คา IC50 และเปอรเซ็นตการเกิดปฏิกิริยาขามของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 12-3F ตอ
สารในกลุม TCs และสารนอกกลุมโดยวิธี indirect competitive ELISA  

ตัวแขงขัน 
IC50 

(ng/ml) 
เปอรเซ็นตปฏิกิริยาขาม 

TCs Tetracycline (TC) 24 100 
 Oxytetracycline (OTC) 388 6 
 Chlortetracycline (CTC) 391 6 
 Doxycycline (DC) 1065 2 
 Rolitetracycline (RTC) 33 72 

Antibiotics Norfloxacin >10000 <0.01 
 Enrofloxacin >10000 <0.01 
 Streptomycin >10000 <0.01 
 Kanamycin >10000 <0.01 
 Amoxicillin >10000 <0.01 
 Gentamycin >10000 <0.01 
 Penicillin G >10000 <0.01 
 Spectinomycin >10000 <0.01 
 Chloramphenicol (CAP) >10000 <0.01 
 Furazolidone (FZD) >10000 <0.01 
 3-amino-2-oxazolidinone (AOZ) >10000 <0.01 

β-agonists Clenbuterol >10000 <0.01 
 Salbutamol >10000 <0.01 
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รูปที่ 4.9 การทดสอบปฏิกิริยาขามของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 5-9H โดยวิธี indirect competitive 
ELISA ตอสารในกลุม TCs โดยใชแอนติเจน TC-OVA ความเขมขน 1 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตรเคลือบที่กนหลุม และแอนติบอดีจากโคลน 5-9H เจือจาง 1:10 แขงขันกับ TC, 
OTC, CTC, DC และ RTC อิสระ ที่มีความเขมขน 10-3-104 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร 
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ตารางที่ 4.12 คา IC50 และเปอรเซ็นตการเกิดปฏิกิริยาขามของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 5-9H ตอ
สารในกลุม TCs และสารนอกกลุมโดยวิธี indirect competitive ELISA  

ตัวแขงขัน 
IC50 

(ng/ml) 
เปอรเซ็นตปฏิกิริยาขาม 

TCs Tetracycline (TC) 694 100 
 Oxytetracycline (OTC) 1623 43 
 Chlortetracycline (CTC) 226 307 
 Doxycycline (DC) 468 148 
 Rolitetracycline (RTC) 763 91 

Antibiotics Norfloxacin >10000 <0.01 
 Enrofloxacin >10000 <0.01 
 Streptomycin >10000 <0.01 
 Kanamycin >10000 <0.01 
 Amoxicillin >10000 <0.01 
 Gentamycin >10000 <0.01 
 Penicillin G >10000 <0.01 
 Spectinomycin >10000 <0.01 
 Chloramphenicol (CAP) >10000 <0.01 
 Furazolidone (FZD) >10000 <0.01 
 3-amino-2-oxazolidinone (AOZ) >10000 <0.01 

β-agonists Clenbuterol >10000 <0.01 
 Salbutamol >10000 <0.01 
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ตารางที่ 4.13 ผลสรุปการหาไอโซไทป การศึกษาความไว และการเกิดปฏิกิริยาขามตอสารตางๆ
ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

ส่ิงที่ตรวจ 7-4C 12-3F 5-9H 
ไอโซไทป  IgG1 IgG2a IgG1 

IC50 (ng/ml)  11 57 261 
LOD (ng/ml)  2 16 56 

เปอรเซ็นตปฏิกิริยาขาม TC 100 100 100 
 OTC 16 6 43 
 CTC 168 6 307 
 DC 13 2 148 
 RTC 90 72 91 

 

4.5 ผลการทําโมโนโคลนอลแอนติบอดใีหบริสุทธ์ิ 

4.5.1 ผลการทําแอนติบอดีใหบริสุทธิ์โดยใชโปรตีนจี 

นําอาหารเลี้ยงเซลลของโคลน 7-4C มาทําใหบริสุทธโดยใชโครมาโทกราฟแบบ
สมรรคภาพ (affinity chromatography) ซ่ึงมีโปรตีนจีเซฟาโรส (Protein G sepharose) บรรจุอยูใน
คอลัมน เนื่องจากโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจากโคลน 7-4C มีไอโซไทปเปน IgG1 ซ่ึงมี 
สัมพรรคภาพสูงตอโปรตีนจี แอนติบอดีจึงสามารถจับกับโปรตีนจีที่อยูในคอลัมนได และถูกชะ
ออกมาโดยใชบัฟเฟอรที่มี pH  2.7 นําแตละแฟรคชัน (fraction) ที่เก็บไดไปตรวจหาโปรตีนโดยวัด
คาการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร และตรวจสอบการมีแอนติบอดีดวยวิธี indirect ELISA โดยใช
ความเจือจางของแตละแฟรคชันเทากับ 1:100 วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร (ตารางที่ ก.9 
ภาคผนวก ก)  ไดผลดังรูปที่ 4.10 พบวาในแฟรคชันที่ 8-13 มีคาการดูดกลืนแสงที่ 280 และ 492  
นาโนเมตรสูง ซ่ึงแสดงวาเปนชวงที่แอนติบอดีถูกชะออกมา จึงนําแฟรคชันเหลานั้นมารวมกันและ
นําไปทําการไดอะไลซิสเพื่อขจัดบัฟเฟอรที่ใชในการชะออก และทําใหแอนติบอดีอยูใน PBS pH 
7.4 
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รูปที่ 4.10 โครมาโตแกรมของการทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลน 7-4C ใหบริสุทธิ์โดยใช
โปรตีนจีคอลัมนขนาด 1.5 x 5 เซนติเมตร ชะแอนติบอดีดวยไกลซีนไฮโดรคลอไรด
บัฟเฟอร pH 2.7 อัตราการไหล 1 มิลลิลิตรตอนาที เก็บตัวอยาง 30 แฟรคชัน แฟรคชันละ 
1 มิลลิลิตร 

 

4.5.2 ผลการหาปริมาณแอนติบอดีที่ไดจากการทําใหบริสุทธิ์ 

นําแอนติบอดีที่ไดและอาหารเลี้ยงเซลลกอนทําใหบริสุทธิ์มาหาปริมาณโปรตีน
โดยวิธี BCA เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของโปรตีน BSA (ตารางที่ ก.10, ก.11 และ ก.12 และ
รูปที่ ก.3 ภาคผนวก ก)  พบวาแอนติบอดีที่ทําใหบริสุทธ์ิแลวและอาหารเลี้ยงเซลลกอนทําให
บริสุทธ์ิมีความเขมขนของโปรตีน 1.38 และ 4.26 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรตามลําดับ หาปริมาณ
แอนติบอดีดวยวิธี indiect ELISA เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของแอนติบอดีที่สรางจาก
แอนติบอดีที่ทําใหบริสุทธิ์และทราบความเขมขนแลว (ตารางที่ ก.13, ก.14 และ ก.15 และรูปที่ ก.4 
ภาคผนวก ก) พบวามีความเขมขนของแอนติบอดี 1.28 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และในอาหารเลี้ยง
เซลลกอนทําใหบริสุทธิ์มีความเขมขนของแอนติบอดี 45.14 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  

นําคาปริมาณของโปรตีนและแอนติบอดีที่ไดมาคํานวณหา %recovery พบวา 
เทากับ 56.9 เปอรเซ็นต และคํานวณเปนคาความบริสุทธิ์ (%purity) ของแอนติบอดีในโปรตีน
ทั้งหมดเทากับ 93.1 เปอรเซ็นตดังแสดงในตารางที่ 4.14 
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ตารางที่ 4.14 ผลสรุปของการทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลน 7-4C ใหบริสุทธิ์ 

การทําให
บริสุทธ 

ปริมาตร 
(ml) 

ปริมาณโปรตีนดวยวิธี 
BCA 

ปริมาณแอนตบิอดีดวย
วิธี ELISA 

%recovery %purity 
ความเขมขน 

(mg/ml) 
รวม 
(mg) 

ความเขมขน 
(μg/ml) 

รวม 
(mg) 

กอน 600 4.26 2557.8 45.14 21.71 - 1.06 
หลัง 12 1.38 16.54 1284.87 15.42 56.9 93.3 

 

4.5.3 ผลการหามวลโมเลกุลของโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังจากทําใหบริสุทธิ์ 

หามวลโมเลกุลของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดจากโคลน 7-4C หลังจากทําให
บริสุทธิ์ดวยเทคนิค SDS-PAGE (รูปที่ 4.11) เมื่อเปรียบเทียบคา relative mobility (Rf) จาก
อัตราสวนระหวางระยะทางที่โปรตีนตัวอยางเคลื่อนที่กับระยะทางการเคลื่อนที่ของโปรตีน
มาตรฐาน (marker protein) ที่ทราบมวลโมเลกุล จะทําใหทราบถึงขนาดของหนวยยอยของสาย 
พอลิเพปไทดของแอนติบอดีไดดังตารางที่ 4.15 พบวาเมื่อทําใหแอนติบอดีผานการทําใหบริสุทธิ์ 
แถบโปรตีนที่ไดจะลดนอยลงเหลือเพียงสองแถบของแอนติบอดี คือ แถบของโปรตีนสายยาว 
(heavy chain) และโปรตีนสายสั้น (light chain) ซ่ึงเมื่อนําไปเทียบกับกราฟของโปรตีนมาตรฐาน 
(รูปที่ ก.5 ภาคผนวก ก) พบวามีมวลโมเลกุล 62.6 และ 26.9 กิโลดาลตันตามลําดับ ซ่ึงมีคาใกลเคียง
กับงานวิจัยที่ผานมาที่กลาววามวลโมเลกุลของโปรตีนสายยาวและสายสั้นของ IgG มีคาประมาณ 
55 และ 25 กิโลดาลตัน (Harlow และ Lane, 1988) สวนแถบจางๆของโปรตีนที่มีมวลโมเลกุล 78.3 
กิโลดาลตัน ที่ปรากฏนอกเหนือจากแถบของโปรตีนสายยาวและสายสั้นคาดวาเปนแถบของโปรตีน
จากสารละลายซีรัม FCS ที่ปนเปอนจากหลุมขางเคียง ซ่ึงจะเห็นไดวามีแถบที่เขมมากในเลนที่ 2-4 
ของรูปเจล 
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รูปที่ 4.11 ผลของการหามวลโมเลกุลของโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังจากทําใหบริสุทธิ์ดวย

เทคนิค SDS-PAGE 

 

ตารางที่ 4.15 ผลของการหามวลโมเลกุลของโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังจากทําใหบริสุทธิ์ดวย
เทคนิค SDS-PAGE 

โปรตีน 
มวลโมเลกุล 

(kDa) 
Relative mobility 

β-galactocidase 117 0.18 
BSA 85 0.27 
OVA 49 0.49 

Carbonic anhydrase 34 0.27 
β-lactoglobulin 25 0.18 

Lysozyme 19 1.00 
Heavy chain 62.6 0.43 
Light chain 29.9 0.82 
Unknown 78.3 0.32 

 

 

 

เลน ตัวอยาง 
1 โปรตีนมาตรฐาน (marker protein) 
2 ซีรัม FCS 
3 อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ที่มี FCS 10% (v/v) 
4 อาหารเลี้ยงเซลลกอนทําใหบริสุทธิ์ 
5 โมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังจากทําใหบริสุทธิ์ 
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4.5.4 ผลการทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลังทําใหบริสุทธิ์ 

จากการหาความเขมขนที่เหมาะสมระหวางแอนติบอดีจากโคลน 7-4C ที่ทําให
บริสุทธิ์แลวกับ TC-OVA ที่ใชเคลือบกนหลุมของจาน ELISA ดวยวิธี indirect ELISA ไดผลดัง
ตารางที่ 4.16 เลือกความเขมขนที่ใหคาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตรมีคาใกลเคียง 1.000 ได
ความเขมขนที่เหมาะสมระหวางโมโนโคลนอลแอนติบอดีกับ TC-OVA คือ 1 และ 1 ไมโครกรัม
ตอมิลลิลิตรตามลําดับ 

ตารางที่ 4.16 การหาความเขมขนที่เหมาะสมระหวางโมโนโคลนอลแอนติบอดีและ TC-OVA ที่ใช
เคลือบกนหลุมของจาน ELISA โดยวิธี indirect ELISA 

แอนติบอด ี
(μg/ml) 

แอนติเจน TC-OVA  
(μg/ml) 

0.125 0.25 0.5 1 2 
0.25 0.057 0.050 0.270 0.591 0.893 
0.5 0.049 0.050 0.345 0.855 1.314 
1 0.067 0.055 0.508 1.101 1.587 
2 0.055 0.054 0.701 1.376 1.790 

4 0.062 0.065 0.905 1.567 1.986 

8 0.070 0.086 1.116 1.735 2.091 

 

นําแอนติบอดีจากโคลน 7-4C ที่ทําใหบริสุทธิ์แลวมาทําการทดสอบความไวตอ 
TC ในรูปอิสระดวยวิธี indirect competitive ELISA ไดผลดังรูปที่ 4.12 (ตารางที่ ก.16 ภาคผนวก ก) 
พบวามีคา IC50 เปน 9.55 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร และมีคา LOD เปน 2.67 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร
ตามลําดับ 
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รูปที่ 4.12 ความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลน 7-4C ตอ TC หลังทําใหบริสุทธิ์ โดยวิธี 
indirect competitive ELISA โดยใชแอนติเจน TC-OVA ความเขมขน 1 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตรเคลือบที่กนหลุม และแอนติบอดีจากโคลน 7-4C ที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ความ
เขมขน 1 ไมโครกรัมตอมิลลิตร แขงขันกับ TC, OTC, CTC, DC และ RTC อิสระ ที่มี
ความเขมขน 10-3-104 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร 

เปรียบเทียบความไวของแอนติบอดีจากโคลน 7-4C ตอ TC ระหวางกอนและหลัง
การทําใหบริสุทธิ์ ไดผลดังตารางที่ 4.17 พบวาความไวตอ TC ในรูปอิสระมีคาใกลเคียงกัน 

ตารางที่ 4.17 การเปรียบเทียบความไวของแอนติบอดีจากโคลน 7-4C ตอ TC ระหวางกอนและหลัง
การทําใหบริสุทธิ์โดยวิธี indirect competitive ELISA 

แอนติบอด ี
IC50 

(ng/ml) 
LOD 

(ng/ml) 
กอนทําใหบริสุทธิ์ 11 2 
หลังทําใหบริสุทธิ์ 10 3 
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จากผลการทดลองทั้งหมดแสดงใหเห็นวา แอนติบอดีที่ไดจากโคลน 7-4C มี
ความจําเพาะตอ TC และใหคาปริมาณของสารที่ต่ําที่สุดที่สามารถตรวจวัดได (LOD) ต่ํากวาคา
ปริมาณยาสัตวตกคางสูงสุดที่กําหนดใหมีไดที่ประกาศโดยกระทรวงสาธารณสุข คือ 100  
นาโนกรัมตอมิลลิลิตร (ppb) สามารถนําไปพัฒนาเปนชุดตรวจสอบ TC โดยวิธี ELISA ตอไปได 

 

 



                             

64 
 

บทที่  5 

สรุปผลการวิจัย และขอเสนอแนะ 

สรุปผลการวิจัย 

ทําการเตรียมแอนติเจนที่ใชในการฉีดกระตุนภูมิคุมกันของหนูทดลอง โดยเชื่อม 
TC เขากับโปรตีนพาหะ cBSA ที่เตรียมไดจากการเพิ่มหมูเอมีนบนโปรตีน BSA พบวามีหมูเอมีน
เพิ่มขึ้น 8.06 เปอรเซ็นตเมื่อวัดโดยวิธี TNBS และ เมื่อเปรียบเทียบมวลโมเลกุลจากกอนและหลัง
การเพิ่มหมูเอมีนโดยเทคนิค MADI-TOF MS พบวาโปรตีน cBSA ที่ไดมีมวลโมเลกุล 67415.795 
ดาลตัน เพิ่มขึ้น 395.13 ดาลตัน เมื่อเทียบกับโปรตีน BSA พบวามีหมูเอมีนเพิ่มขึ้น 24 โมเลกุลใน
โปรตีนแตละโมเลกุล จากการเชื่อม TC กับ cBSA  โดยปฏิกิริยา Mannich ไดเปน TC-cBSA พบวา
มีการใชหมูเอมีนในการเชื่อมติดคิดเปน 24.42 เปอรเซ็นต และจากการเปรียบเทียบมวลโมเลกุลจาก
การใชเทคนิค MADI-TOF MS พบวาแอนติเจน TC-cBSA ที่ไดมีมวลโมเลกุล 71573.811 สามารถ
คํานวณไดวาโปรตีน cBSA แตละโมเลกุลจะมีการเชื่อมติดของ TC ถึง 9 โมเลกุล จากนั้นจึงทําการ
ฉีดกระตุนหนูทดลองทั้ง 5 ตัวดวย TC-cBSA พบวาซีรัมของหนูทดลองมีระดับแอนติบอดี 
1:64000-1:512000 และสามารถผลิตแอนติบอดีที่จับกับ TC ในรูปอิสระไดทุกตัว หลังจากหลอม
รวมเซลลมามหนูกับเซลลไมอีโลมา NSI ทั้งหมด 5 คร้ัง ไดเซลลไฮบริโดมาที่สามารถผลิต
แอนติบอดีตอ TC จํานวน 3 โคลน คือโคลน 7-4C, 12-3F และ 5-9H ซ่ึงมาจากการหลอมรวมเซลล
คร้ังที่ 1,4 และ 5 ตามลําดับ หลังจากการศึกษาลักษณะสมบัติเบื้องตนของโมโนโคลนอลแอนติบอดี
ที่ไดจากทั้ง 3 โคลน พบวาแอนติบอดีจากโคลน 7-4C และ 5-9H มีไอโซไทป IgG1 และ 12-3F มี 
ไอโซไทป IgG2a เมื่อทดสอบความไวตอ TC ในรูปอิสระและการเกิดปฏิกิริยาขามกับสารในกลุม 
TCs และสารนอกกลุม TCs พบวาแอนติบอดีที่ไดจากโคลน 7-4C มีความไวตอ TCในรูปอิสระมาก
ที่สุดโดยมีคา IC50 และ LOD เทากับ 11 และ 2 นาโนกรัมตอมิลลิลิตรตามลําดับ เกิดปฏิกิริยาขามกับ
สารในกลุม TCs มากไปนอยดังนี้ CTC, RTC, OTC และ DC โดยมีคา 168, 90, 16 และ 13 
เปอรเซ็นตตามลําดับ สวนแอนติบอดีจากโคลน 12-3F ที่มีความไวรองลงมามีคา IC50 และ LOD 
เทากับ 57 และ 16 นาโนกรัมตอมิลลิลิตรตามลําดับ เกิดปฏิกิริยาขามกับสารในกลุม TCs มากไป
นอยดังนี้ RTC, OTC, CTC และ DC โดยมีคา 72, 6, 6 และ 2 เปอรเซ็นตตามลําดับ และแอนติบอดี
จากโคลน 5-9H มีคา IC50 และ LOD เทากับ 261 และ 56 นาโนกรัมตอมิลลิลิตรตามลําดับ 
เกิดปฏิกิริยาขามกับสารในกลุม TCs มากไปนอยดังนี้ CTC, DC, RTC และ OTC โดยมีคา 307, 
148, 90 และ 43 เปอรเซ็นตตามลําดับ และแอนติบอดีจากทั้ง 3 โคลนไมเกิดปฏิกิริยาขามกับสาร
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นอกกลุม TCs (ปฏิกิริยาขามนอยกวา 0.01 เปอรเซ็นต) ดังนั้นจึงเลือกแอนติบอดีที่มีความไวมาก
ที่สุดคือจากโคลน 7-4C มีทําใหบริสุทธิ์โดยใชโปรตีนจีเซฟาโรสคอลัมน ไดแอนติบอดีที่บริสุทธิ์
ขึ้น 93.7 เปอรเซ็นต ตรวจสอบความบริสุทธิ์และมวลโมเลกุลของแอนติบอดีโดยการทํา SDS-
PAGE พบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีมีความบริสุทธิ์มาก และพบวามวลโมเลกุลของแอนติบอดี
สายยาวและสายสั้นมีขนาด 62.8 และ 27.1 กิโลดาลตันตามลําดับ เมื่อนําไปทดสอบความไวตอ TC 
ในรูปอิสระของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ พบวามีคาความไวไมตางจาก
เดิมคือ IC50 และ LOD เปน 9.55 และ 2.67 นาโนกรัมตอมิลลิลิตรตามลําดับ ซ่ึงจะเห็นไดวาสามารถ
ตรวจวัดสาร TC ในรูปอิสระไดต่ํากวาคาปริมาณยาสัตวตกคางสูงสุดที่กําหนดใหมีไดที่ประกาศ
โดยกระทรวงสาธารณสุข คือ 100 นาโนกรัมกรัมตอมิลลิลิตร (ppb) ดังนั้นจึงสามารถนํา 
โมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลน 7-4C มาใชในการพัฒนาชุดตรวจสอบสารในกลุม TCs ที่
ตกคางในผลิตภัณฑอาหารโดยวิธีทางภูมิคุมกันวิทยาในอนาคตตอไปได  

 

ขอเสนอแนะ 

จากคา LOD ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดโดยใชวิธี indirect competitive 
ELISA พบวาเมื่อนําไปเทียบกับชุดตรวจสอบ ELISA สําเร็จรูปที่ออกจําหนายโดยตางประเทศ 
ไดแก MaxSignalTM Tetracycline ELISA Tase Kit ที่สามารถตรวจ TC ไดที่ความเขมขนต่ําที่สุด คือ 
0.1 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร พบวาแอนติบอดีจากงานวิจัยนี้มีคาความไวที่สูงกวาโดยในอนาคตอาจ
เพิ่มความไว  และความสะดวกในการใชชุดตรวจสอบ  โดยการเปลี่ยนรูปแบบเปน  direct 
competitive ELISA ที่เปนรูปแบบที่นิยมใชทั่วไปซึ่งอาจเชื่อมแอนติบอดีกับเอนไซม HRP การเพิ่ม
สัญญาณใหแอนติบอดีโดยเชื่อมแอนติบอดีกับไบโอติน หรือพัฒนาเปนแถบตรวจวัด (test strip) 
ตอไป 
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ภาคผนวก ก 

ตารางที่ ก.1 คาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 562 นาโนเมตร ของสารละลายโปรตีนมาตรฐาน BSA 
โดยวิธี BCA 

ความเขมขนโปรตีน BSA 
(mg/ml) 

A562 

0 0 
0.1 0.162 
0.2 0.274 
0.4 0.517 
0.6 0.698 
0.8 0.945 

 

 

 

รูปที่ ก.1 กราฟมาตรฐานของโปรตีน BSA โดยวิธี BCA 

 

 

y = 1.1997x
R² = 0.9921
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ตารางที่ ก.2 คาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 562 นาโนเมตร ของสารละลายโปรตีนมาตรฐาน cBSA 
โดยวิธี BCA 

ความเขมขนโปรตีน cBSA 
(mg/ml) 

A562 

0 0 
0.1 0.117 
0.2 0.237 
0.4 0.474 
0.6 0.656 
0.8 0.854 

 

 

 

รูปที่ ก.2 กราฟมาตรฐานของโปรตีน cBSA โดยวิธี BCA 

 

 

 

y = 1.095x
R² = 0.996
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ตารางที่ ก.3 ผลของการคัดเลือกเซลลไฮบริโดมาขั้นที่ 2 โดยวิธี indirect competitive ELISA 

คร้ังที่หลอมรวมเซลล โคลน 
A492 

ไมเติมสารอิสระ 10 μg/ml TC 
1 7-4C 1.84 0.061 
2 9-11E 1.419 1.306 
 11-7B 1.581 1.415 
4 12-3F 1.643 0.441 
5 5-9H 0.972 0.051 

 

ตารางที่ ก.4 คาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตรของแอนติบอดีจากโคลน 7-4C, 12-3F และ 5-9H 
โดยวิธี indirect competitive ELISA  

TC 
(ng/ml) 

A492 
7-4C 12-3F 5-9H 

0 1.130 0.901 1.149 
0.01 1.168 0.932 1.176 
0.05 1.106 0.933 1.099 
0.1 1.132 1.006 1.161 
0.5 1.152 0.921 1.059 
1 1.090 0.904 1.133 
5 0.833 0.883 1.095 
10 0.635 0.848 1.115 
50 0.210 0.574 1.010 
100 0.125 0.451 0.949 
500 0.059 0.137 0.431 
1000 0.062 0.084 0.280 
5000 0.039 0.058 0.109 
10000 0.056 0.059 0.094 
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ตารางที่ ก.5 คาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตรของแอนติบอดีจากโคลน 7-4C กับสารในกลุม 
TCs โดยวิธี indirect competitive ELISA  

ตัวแขงขัน 

(ng/ml) 
A492 

TC OTC CTC DC RTC 

0 1.377 1.348 1.269 1.330 1.283 
0.01 1.480 1.352 1.375 1.308 1.250 
0.05 1.417 1.398 1.190 1.366 1.447 
0.1 1.380 1.313 1.327 1.315 1.337 
0.5 1.413 1.401 1.328 1.338 1.324 
1 1.320 1.321 1.207 1.309 1.321 
5 1.169 1.322 1.009 1.229 1.270 
10 0.847 1.218 0.446 1.174 0.827 
50 0.252 0.886 0.128 0.932 0.263 
100 0.135 0.676 0.095 0.701 0.138 
500 0.069 0.249 0.062 0.306 0.062 
1000 0.077 0.152 0.065 0.192 0.062 
5000 0.060 0.097 0.073 0.096 0.059 
10000 0.075 0.083 0.081 0.086 0.078 
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ตารางที่ ก.6 คาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตรของแอนติบอดีจากโคลน 12-3F กับสารในกลุม 
TCs โดยวิธี indirect competitive ELISA  

ตัวแขงขัน 

(ng/ml) 
A492 

TC OTC CTC DC RTC 

0 1.526 1.365 1.481 1.375 1.501 
0.01 1.369 1.366 1.333 1.357 1.512 
0.05 1.343 1.278 1.362 1.366 1.504 
0.1 1.379 1.357 1.421 1.325 1.457 
0.5 1.288 1.337 1.359 1.3334 1.440 
1 1.324 1.391 1.347 1.294 1.319 
5 1.164 1.323 1.331 1.339 1.289 
10 1.041 1.218 0.370 1.302 1.066 
50 0.777 1.263 0.256 1.315 0.787 
100 0.494 1.082 0.203 0.288 0.417 
500 0.150 0.793 0.814 0.182 0.137 
1000 0.123 0.510 0.592 0.029 0.068 
5000 0.084 0.195 0.210 0.672 0.059 
10000 0.083 0.209 0.172 0.610 0.056 
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ตารางที่ ก.7 คาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตรของแอนติบอดีจากโคลน 5-9H กับสารในกลุม 
TCs โดยวิธี indirect competitive ELISA  

ตัวแขงขัน 

(ng/ml) 
A492 

TC OTC CTC DC RTC 

0 1.774 1.732 1.611 1.614 1.744 
0.01 1.861 1.625 1.631 1.616 1.759 
0.05 1.845 1.789 1.721 1.698 1.841 
0.1 1.858 1.777 1.752 1.707 1.803 
0.5 1.750 1.770 1.694 1.708 1.826 
1 1.826 1.764 1.749 1.686 1.826 
5 1.766 1.744 1.669 1.703 1.814 
10 1.829 1.721 1.751 1.656 1.826 
50 1.739 1.708 1.590 1.618 1.714 
100 1.754 1.682 1.545 1.463 1.758 
500 1.202 1.561 0.315 0.917 1.230 
1000 0.814 1.398 0.156 0.674 0.871 
5000 0.250 0.933 0.073 0.204 0.222 
10000 0.157 0.639 0.072 0.463 0.154 
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ตารางที่ ก.8 คาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตรของแอนติบอดีจากโคลน 7-4C, 12-3F และ5-9H 
กับสารนอกกลุม TCs โดยวิธี indirect competitive ELISA  

ตัวแขงขัน 
(10 μg/ml) 

A492 
7-4C 12-3F 5-7H 

 
ไมมีตัวแขงขัน 1.377 1.279 1.774 

Antibiotics Norfloxacin 1.336 1.394 1.810 

 
Enrofloxacin 1.290 1.362 1.780 

 
Streptomycin 1.296 1.434 1.842 

 
Kanamycin 1.358 1.332 1.816 

 
Amoxicillin 1.269 1.462 1.815 

 
Gentamycin 1.260 1.411 1.736 

 
Penicillin G 1.276 1.374 1.780 

 
Spectinomycin 1.275 1.344 1.794 

 
Chloramphenicol (CAP) 1.304 1.393 1.829 

 
Furazolidone (FZD) 1.265 1.375 1.852 

 
3-amino-2-oxazolidinone (AOZ) 1.230 1.416 1.822 

β-agonists Clenbuterol 1.348 1.449 1.872 

 
Salbutamol 1.342 1.465 1.818 
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ตารางที่ ก.9 คาการดูดกลืนแสงของโปรตีนที่ 280 นาโนเมตร และคาการดูดกลืนแสงจากการทํา 
indirect ELISA ที่ 492 นาโนเมตร 

หมายเลข fraction A280 A492  หมายเลข fraction A280 A492 
1 0.105 0.344  16 0.127 - 
2 0.104 -  17 0.123 - 
3 0.109 -  18 0.104 0.091 
4 0.103 0.171  19 0.106 - 
5 0.098 -  20 0.100 - 
6 0.103 -  21 0.098 0.041 
7 0.139 0.707  22 0.096 - 
8 0.937 1.763  23 0.103 - 
9 2.758 1.950  24 0.099 0.045 
10 1.747 1.753  25 0.095 - 
11 0.701 1.495  26 0.101 - 
12 0.364 1.085  27 0.103 0.041 
13 0.249 0.929  28 0.099 - 
14 0.176 0.496  29 0.108 - 
15 0.146 0.335  30 0.091 0.310 

หมายเหตุ เครื่องหมาย (-) ไมไดนํามาทํา indirect ELISA 
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ตารางที่ ก.10 คาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 562 นาโนเมตร ของสารละลายโปรตีนมาตรฐาน 
BSA โดยวิธี BCA 

ความเขมขนโปรตีน BSA 
(mg/ml) 

A562 

0 0 
0.1 0.160 
0.2 0.263 
0.4 0.465 
0.6 0.691 
0.8 0.903 
1.0 1.133 

 

 

 

รูปที่ ก.3 กราฟมาตรฐานของโปรตีน BSA โดยวิธี BCA 

 

 

 

y = 1.1421x
R² = 0.9965
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ตารางที่ ก.11 คาความเขมขนของโปรตีนของแอนติบอดีที่ทําใหบริสุทธิ์แลวโดยใชวิธี BCA 

คาความเจือจางของแอนติบอดี A562 
ความเขมขนของโปรตีน  

(mg/ml) 
1:2 0.085 1.34 
1:5 0.340 1.42 

ความเขมขนโปรตีนเฉลี่ย 1.38 

 

ตารางที่ ก.12 คาความเขมขนของโปรตีนของอาหารเลี้ยงเซลลกอนทําใหบริสุทธิ์โดยใชวิธี BCA 

คาความเจือจางของอาหารเลี้ยง
เซลล 

A562 
ความเขมขนของโปรตีน  

(mg/ml) 
1:5 0.920 4.03 
1:10 0.494 4.32 
1:20 0.254 4.44 

ความเขมขนโปรตีนเฉลี่ย 4.26 

 

ตารางที่ ก.13 คาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร ของสารละลายแอนติบอดี โดยวิธี 
indirect ELISA 

ความเขมขนโปรตีนของแอนติบอด ี
(ng/ml) 

A492 

0 0 
0.05 0.085 
0.1 0.168 
0.2 0.348 
0.4 0.782 
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รูปที่ ก.4 กราฟมาตรฐานของแอนติบอดีโดยวิธี indirect ELISA โดยใชแอนติเจน TC-OVA ความ
เขมขน 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรเคลือบที่กนหลุม และแอนติบอดีจากโคลน 7-4C ที่ผาน
การทําใหบริสุทธิ์แลวความเขมขน 0-0.4 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร แขงขันกับ TC อิสระ 
10-3-104 นาโนกรัมตอมิลิลิตร 

 

ตารางที่ ก.14 คาความเขมขนของแอนติบอดีที่ทําใหบริสุทธิ์แลวโดยใชวิธี indirect competitive 
ELISA 

คาความเจือจางของแอนติบอดี A492 
ความเขมขนของแอนติบอด ี 

(mg/ml) 
1:4000 0.589 1.24 
1:8000 0.314 1.32 
1:16000 0.154 1.29 

ความเขมขนแอนติบอดีเฉล่ีย 1.28 

 

 

 

 

y = 1.8985x
R² = 0.9946
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ตารางที่ ก.15 คาความเขมขนของแอนติบอดีในอาหารเลี้ยงเซลลกอนทําใหบริสุทธิ์โดยใชวิธี 
indirect competitive ELISA 

คาความเจือจางของอาหารเลี้ยงเซลล A492 
ความเขมขนของแอนติบอด ี 

(μg/ml) 
1:160 0.553 46.61 
1:320 0.310 52.25 
1:640 0.109 36.58 

ความเขมขนแอนติบอดีเฉล่ีย 45.14 

 

 

รูปที่ ก.5 กราฟมาตรฐานของโปรตีนโดยเทคนิค SDS-PAGE โดยมีโปรตีนมาตรฐาน ไดแก β-
galactocidase (MW 117 kDa), BSA (MW 85 kDa), OVA (MW 49 kDa), Carbonic 
anhydrase (MV 34  kDa), β-lactoglobulin (MW 25 kDa) และ Lysozyme (MW 19 kDa) 
มีที่มาจาก E.coli, bovine plasma, chicken gee white, bovine erythrocyte, bovine milk 
และ chicken egg white ตามลําดับ 

 

y = 155.1e-2.128x
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ตารางที่ ก.16 คาการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตรของแอนติบอดีจากโคลน7-4C หลังถูกทําให
บริสุทธิ์โดยวิธี indirect competitive ELISA  

TC 
(ng/ml) 

A492 
1 2 3 คาเฉลี่ย 

0 1.150 1.153 1.139 1.147 
0.01 1.186 1.193 1.191 1.190 
0.05 1.166 1.200 1.184 1.183 
0.1 1.167 1.112 1.147 1.142 
0.5 1.181 1.153 1.122 1.152 
1 1.145 1.140 1.157 1.147 
5 0.888 0.875 0.908 0.890 
10 0.535 0.592 0.570 0.566 
50 0.175 0.183 0.182 0.180 
100 0.086 0.092 0.093 0.090 
500 0.056 0.057 0.056 0.056 
1000 0.047 0.053 0.057 0.052 
5000 0.045 0.047 0.050 0.047 
10000 0.053 0.052 0.045 0.050 
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ภาคผนวก ข 

การเตรียมสาร 

ข.1 การเตรียมสารละลายสําหรับการเตรียมโปรตีนพาหะ BSA ใหเปน cBSA 

0.1 M Sodiumphosphate buffer pH 7.4 
Na2HPO4 •12H2O (MW 358.14) 21.94 กรัม  
NaH2PO4 •H2O (MW 137.99) 5.34  กรัม 
ละลายในน้ํากลั่น 1 ลิตร 

ปรับ pH ใหได 7.4 ดวย 3 M HCl หรือ 3 M NaOH  

ข.2 การเตรียมสารละลายสําหรับวัดประสิทธิภาพการเชื่อมตอ TC กับโปรตีนพาหะ โดยวิธี TNBS 

1) 0.1 M Sodium bicarbonate buffer, pH 8.5 
Na2CO3  3.18 กรัม 
NaHCO3  5.86 กรัม 
น้ํากลั่น  1  ลิตร 

ปรับ pH ใหได 8.5 ดวย 3 M HCl หรือ 3 M NaOH  

2) 0.05% TNBS (Picrylsulfonic acid) 
5% TNBS (w/v) ละลายใน methanol 
Picrylsulfonic acid 5     กรัม 
Methanol  100 มิลลิลิตร 

เจือจาง Stock 5% TNBS เปน 0.05% TNBS ใน 0.1 M Sodium bicarbonate, pH 8.5 

3) 10% SDS (Sodium dodecyl sulphate) 
SDS  1 กรัม 
น้ํากลั่น 10 มิลลิลิตร 

4) 1 N HCl 
Conc. HCl  7.7 มิลลิลิตร 

ปรับดวยน้ํากลั่นใหไดปริมาตรสุดทายเปน  250  มิลลิลิตร 
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ข.3 การเตรียมสารละลายสําหรับใชในเทคนิค ELISA 

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

NaH2PO4    27.6 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น  1000  มิลลิลิตร 
Na2HPO4    71.63   กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น  1000  มิลลิลิตร 

ไตเตรตดางดวยกรด จนได pH 7.4 แลวเก็บเปน stock  

2) 0.01 M Phosphate Buffer Saline (PBS), pH 7.4 
PB stock   1 ลิตร  
NaCl      175.2  กรัม 
น้ํากลั่น    18  ลิตร 

3) 0.05% Tween 20 ใน PBS (PBS-T) 
Tween 20    500  ไมโครลิตร 
PBS    1000 มิลลิลิตร 

4) 5% นมพรองมันเนย 
นมพรองมันเนย   5 กรัม 
PBS    100 มิลลิลิตร 

ละลายนมพรองมันเนยใน PBS (เตรียมใหมกอนใชงาน) 

5) 0.15 M Phosphate Citrate buffer, pH 5.0 
Na2HPO4 (MW 141.96) 9.5 กรัม   
Citric acid (MW 192.13) 7.3 กรัม   
ละลายดวยน้ํากลั่น  1  ลิตร 

ไตเตรตดางดวยกรด จนได pH 5.0 แลวเก็บใสขวดสีชา เก็บที่อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส  

6) Substrate OPD 
O-phenylenediamine   40 มิลลิกรัม 
0.15 M Phosphate citrate buffer 100 มิลลิลิตร 
30% H2O2   0.04 มิลลิลิตร 

ผสมใหเขากันในขวดสีชา (เตรียมใหมกอนใชทุกครั้ง) 
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7) 2.5 M H2SO4 (Stopping reagent) 
H2SO4 (96%)   256 มิลลิลิตร 
น้ํากลั่น    744 มิลลิลิตร 

คอยๆ เทกรดลงในน้ํากลั่น ผสมใหเขากัน 
หมายเหต ุควรนําขวดไปแชในน้ําที่อุณหภูมิหองขณะเทกรดเนื่องจากจะเกิดความรอนขึ้น  

 

ข.4 การเตรียมอาหารเลี้ยงเซลล 

1) Stock  HAT 100X 
Hypoxanthine 0.1361 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น  20  มิลลิลิตร 
Aminopterin 0.0018 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น  20  มิลลิลิตร 
Thymidine 0.0388 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น  20  มิลลิลิตร 

นําสารละลายแตละสารมาผสมกัน แลวเติมน้ํากล่ันลงไปใหครบ 100 มิลลิลิตร นําไปกรอง
ดวย Millipore ขนาด 0.22 um แบงใสขวดๆละ 10 มิลลิลิตร แลวเก็บไวที่อุณหภูมิ 0 องศา
เซลเซียส   
หมายเหตุ Aminopterin จะละลายยาก ใหนําไปอุนใน water bath ที่อุณหภูมิไมเกิน 60 

องศาเซลเซียสจนกวาจะละลาย 

2) 100X HT  
Hypoxanthine 0.1361 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น  20  มิลลิลิตร 
Thymidine 0.0388 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น  20  มิลลิลิตร 

นําสารละลายทั้ง 2 สารมาผสมกัน แลวเติมน้ํากล่ันลงไปใหครบ 100 มิลลิลิตร นําไปกรอง
ดวย Millipore ขนาด 0.22 ไมโครเมตร แบงใสขวดๆละ 10 มิลลิลิตร แลวเก็บไวที่อุณหภูมิ 
0 องศาเซลเซียส 
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3) อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640    
RPMI 1640   10.4 กรัม 
NaHCO3   2 กรัม 
L-glutamin   0.1 กรัม 
Glucose    2 กรัม 
Pyruvic acid   0.11 กรัม 
น้ํากลั่น    1 ลิตร 

ละลายสารทุกอยางในน้ํากลั่น ผสมใหเขากัน แลวนําไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22 
ไมโครเมตร แบงใสขวดๆละ 100 มิลลิลิตร แลวเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

4) อาหารเลี้ยงเซลล HT 
อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 1 ลิตร 
HT 100X   10 มิลลิลิตร 

ผสมใหเขากัน แลวนําไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22 ไมโครเมตร แบงใสขวดๆละ 90 
มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

5) อาหารเลี้ยงเซลล HAT  
อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 1 ลิตร 
HAT 100X   10 มิลลิลิตร 

ผสมใหเขากัน แลวนําไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22 ไมโครเมตร แบงใสขวดๆละ 90 
มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

6) 50% PEG (Polyethylene glycol) 
นํา PEG มาอุนใหละลายที่อุณหภูมิประมาณ 50 องศาเซลเซียส  ใชปริมาตร 2 

มิลลิลิตร มาผสมกับอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน แลว
แบงใสหลอดๆ ละ ประมาณ 1 มิลลิลิตร นําไปเก็บไวที่อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส กอนการ
หลอมรวมเซลลใหนําออกมาอุนไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
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7) น้ํายาเก็บเซลลแชแข็งในไนโตรเจนเหลว (Freezing  medium) 
 อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 70 มิลลิลิตร 
 Fetal bovine serum  20 มิลลิลิตร 
 Dimethyl sulfoxide (DMSO) 10 มิลลิลิตร 
ผสมใหเขากัน แลวนําไปแชที่อุณหภูมิ 0  องศาเซลเซียส (ใชงานขณะเย็นประมาณ 4 องศา
เซลเซียส) 

ข.5 การเตรียมสารละลาย สําหรับใชในการทําแอนติบอดีใหบริสุทธิ์ 

1) 20 mM Sodium phosphate pH 7.0 
Na2HPO4 •12H2O 2.77 กรัม  
NaH2PO4 •H2O 1.69  กรัม 
ละลายในน้ํากลั่น 1 ลิตร 

ไตเตรตดางดวยกรด จนได pH 7.0 แลวจึงนําไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22 
ไมโครเมตร 

2) 0.1 M glycine-HCl  pH 2.7 
Glycine-HCL 7.51 กรัม 
Conc. HCl 2.42 มิลลิลิตร 
ละลายในน้ํากลั้น  1  ลิตร 

ไตเตรตดางดวยกรด จนได pH 2.7 แลวจึงนําไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22 
ไมโครเมตร 

3) 1 M Tris HCl buffer, pH 9.0   

Trizma base   121.14  กรัม   

Conc. HCl 6.41  มิลลิลิตร 

ละลายดวยน้ํากลั่น 1 ลิตร 

ไตเตรตดางดวยกรด จนได pH 9.0 แลวจึงนําไปกรองดวย Millipore ขนาด 0.22 
ไมโครเมตร 
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ข.6 การเตรียมสารละลายที่ใชในการทํา SDS-PAGE 

1) 10% Separating gel (1แผน ปริมาตร 8 มิลลิลิตร) 

น้ํากลั่น 3.836 มิลลิลิตร 
40% Acrylamide/Bis 2 มิลลิลิตร 
1 M Tris-HCl pH 6.8 2 มิลลิลิตร 
10% SDS 80 ไมโครลิตร 
10% (NH4)2S208 80 ไมโครลิตร 
TEMED 40 ไมโครลิตร 

ผสมใหเขากันโดยเติม TEMED เปนอยางสุดทายเพื่อใหเกิดการ polymerization  

2) 5% Stacking gel (1 แผน ปริมาตร 2 มิลลิลิตร) 
น้ํากลั่น 1.204 มิลลิลิตร 
40% Acrylamide/Bis 250 ไมโครลิตร 
1 M Tris-HCl pH 6.8 504 ไมโครลิตร 
10% SDS 20 ไมโครลิตร 
10% (NH4)2S208 20 ไมโครลิตร 
TEMED 2 ไมโครลิตร 

ผสมใหเขากันโดยเติม TEMED เปนอยางสุดทายเพื่อใหเกิดการ polymerization  

3) SDS staining dye 
SDS dye 900 ไมโครลิตร 
β-mercaptoethanol 100  ไมโครลิตร 
 

4) Running buffer 
Trizma base 15.1  กรัม 
Glycine 94 กรัม 
SDS 5 กรัม 
น้ํากลั่น 1 ลิตร 
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5) Staining solution 
Coomassie brilliant blue R 250 5 กรัม 
95% Ethanol 450 มิลลิลิตร  
Acetic acid 100 มิลลิลิตร 
น้ํากลั่น 450 มิลลิลิตร 

6) Destaining solution 
Methanol 250 มิลลิลิตร 
Glacial acetic acid 70 มิลลิลิตร 
น้ํากลั่น 680 มิลลิลิตร 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

นางสาวชมพูนิกข กาญจนพังคะ เกิดเมื่อวันที่ 29 กรกฎาคม พ.ศ. 2526 ที่จังหวัด
กรุงเทพมหานคร สําเร็จการศึกษาหลักสูตรวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาชีวเคมี จากคณะวิทยาศาสตร
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2548 และเขาศึกษาตอในหลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตร
มหาบัณฑิต ของคณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เมื่อปการศึกษา 2549 เสนอผลงานเรื่อง
การผลิตและลักษณะสมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเตตราไซคลิน ในการประชุมเสนอ
ผลงานวิจัยระดับบัณฑิตศึกษาแหงชาติ คร้ังที่ 9 ณ มหาวิทยาลัยบูรพา เมื่อวันที่ 14-15 มีนาคม 2551 
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