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บทคดัยอ่ 

 การผลิตน ้านมและการสืบพนัธ์ของโคนม จะมีประสิทธิภาพไดโ้ดยการเพิ่มอตัราการผสมติด ซ่ึงสามารถ
ท าไดโ้ดยการผสมเทียมในช่วงระยะท่ีแม่โคเป็นสัด เพื่อให้แม่โคผลิตน ้ านมเป็นไปอยา่งต่อเน่ืองการตรวจดงักล่าว
สามารถท าได้โดยการวดัระดบัฮอร์โมนโพรเจสเทอโรน (progesterone) เพื่อให้สามารถก าหนดวนัผสมพนัธ์ุท่ี
ถูกตอ้งและเป็นการเพิ่มโอกาสการตั้งทอ้งของแม่โคให้ต่อเน่ือง พบว่าปัจจุบนัไดนิ้ยมน าเอาการวดัระดบัโพรเจส
เทอโรนในน ้านมดว้ยวธีิ ELISA  ซ่ึงเป็นวธีิท่ีเหมาะแก่การวดัตวัอยา่งจ านวนมากในระดบัห้องปฏิบติัการทัว่ไป แต่
เพื่อความรวดเร็วในการตรวจสอบผลในระดบัภาคสนาม ในการศึกษาคร้ังน้ีจึงได้พฒันาแถบทดสอบส าเร็จรูป
ตน้แบบเพื่อใช้ตรวจหาปริมาณฮอร์โมนโพรเจสเทอโรน ให้เหมาะแก่การใชง้านในระดบัภาคสนามของเกษตรกรโดย
ใชห้ลกัการ  Immunochromatographic Assay test strip (ICA) เป็นรูปแบบ Competitive inhibition จากการทดลอง
พบวา่แถบทดสอบตน้แบบประกอบดว้ย 4 ส่วนไดแ้ก่ (1) ส่วนบริเวณ Absorbance pad ซ่ึงเป็นส่วนดูดซบัตวัอยา่ง
ส่วนเกินเลือกใช้  CF7 ของ Whatman® (2) ส่วนบริเวณ Reaction pad เป็นส่วนท่ีเกิดการจบัของแอนติเจนกบั
แอนติบอดีใช้  Membrane AE100 ของ Whatman®  ประกอบดว้ยบริเวณของ Control line ตรึงดว้ย Goat Anti-
Mouse IgG Fc (specific) และ Test line ตรึงดว้ยโพรเจสเทอโรนเช่ือมต่อกบั BSA ความเขม้ขน้ 0.5 และ 1 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั โดยใชป้ริมาตร 0.2 ไมโครลิตรต่อแถบทดสอบหรือ 0.5 ไมโครลิตรต่อความ
กวา้ง 1 เซนติเมตร (3) บริเวณ  Conjugate pad ใช ้แอนติบอดีต่อโพรเจสเทอโรน 31.25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ติด
กบัอนุภาคทอง ขนาด 20 นาโนเมตร ปริมาตร 2 ไมโครลิตร  เคลือบบน GF33 ของ Whatman® เม่ือท าการศึกษา
วสัดุอุปกรณ์ท่ีใช้ช่วยตรึงแอนติเจนและแอนติบอดีบนแถบทดสอบได้แก่ กระจกสไลด์ ปากกาหมึกซึม และ
เคร่ืองมือ Dispense workstation เม่ือน าแถบทดสอบท่ีเตรียมไดไ้ปทดสอบกบัสารละลายมาตรฐาน P4 ผลท่ีไดคื้อสี
ของเส้นทดสอบจะลดลงเม่ือทดสอบกบัสารละลายมาตรฐาน P4 ท่ีความเขม้ขน้ 3.9,125 และ 3.9 นาโนกรัมต่อ
มิลลิลิตร ตามล าดบั เม่ือใช้เคร่ือง Dispense workstation พบว่าแถบสีท่ีได้มีความคมชัด เม่ือทดสอบกบัสาร
มาตรฐาน P4 ท่ีความเขม้ขน้ต ่า สามารถมองเห็นความแตกต่างอย่างชดัเจนเม่ือเทียบกบัตวัควบคุม โดยแถบสีจะ
แปรผนัตามปริมาณ โพรเจสเทอโรน ดงันั้นแถบทดสอบตน้แบบท่ีเตรียมไดจึ้งสามารถน าไปทดสอบการใชง้านใน
การตรวจระดบัฮอร์โมน โพรเจสเทอโรน จากตวัอยา่งน ้านมโคได ้ต่อไป  
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Abstract 
 
              Milk production and reproduction of dairy cows are effective by increasing the rate of fertility. This can 
be done by artificial insemination of cows during estrus cycle. To cows milk is constantly checking can be done 
by measuring progesterone hormone production and function.  In order to determine the correct mating and 
increases the chance of getting pregnant cows to continue. Found that the current level of progesterone in milk by 
ELISA, which is an ideal way to measure samples in the laboratory. In this study, we have developed the 
prototype test strip to detect the hormone progesterone that is suitable for use in the field of farmers using 
principles for easy and quick to use to determine the amount of progesterone in the field. 
Immunochromatographic Assay test strip (ICA) is a form Competitive inhibition. The results showed that the test 
strip prototype consists of four parts: (1) the area which is part Absorbance pad absorbs excess sample selection 
of CF7 Whatman® (2) the Reaction pad as part of an antigen capture antibody use of Membrane AE100 
Whatman® Control line consists of a fixation with Goat Anti-Mouse IgG Fc (specific) and Test line consists of a 
fixation with P3cmo-BSA concentrations of 0.5 and 1 mg / ml, respectively, using 0.2 l volume of test strips ( 
0.5 ul per width of 1 cm): (3) the Conjugate pad using antibodies to progesterone 31.25 g / ml with a particle 
size of 20 nm gold coating on the GF33 Volume 2 ul of Whatman®. For the study materials and tools to help 
immobilized antigens and antibodies on the test strips are sliding glass, fountain pen and Dispense workstation 
when the test strip are prepared to experiment with a standard solution P4. The result, the color of the test strip is 
reduced when tested with a standard solution at a concentration of P4 3.9,125 and 3.9 nanograms per milliliter, 
respectively, when using Dispense workstation that has the color contrast, when tested with a standard P4 at low 
concentrations. Its can clearly see the difference compared with the control. The column was proportional to the 
amount of progesterone, so the test strip can be prepared prototype test used to detect the hormone progesterone 
from milk samples further. 
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โพรเจสเทอโรนในน ้ านม          17 
 
รูปที ่11 แสดงแถบสีของแถบทดสอบเม่ือเติมสารละลายบฟัเฟอร์ท่ีเติม โพรเจสเทอโรน P4 ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ 
โดยใชอุ้ปกรณ์ท่ีใชส้ าหรับตรึงแอนติเจนและแอนติบอดีเป็นกระจกสไลด์     18 
 
รูปที ่12 แสดงแถบสีของแถบทดสอบเม่ือเติมสารละลายบฟัเฟอร์ท่ีเติม โพรเจสเทอโรน P3cmo และ P4  
ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆโดยใชอุ้ปกรณ์ท่ีใชส้ าหรับตรึงแอนติเจนและแอนติบอดีเป็นปากกาหมึกซึม   19 
  
รูปที ่13 แสดงการเปรียบเทียบการเกิดแถบสีเม่ือทดสอบกบัสารละลายท่ีมีโพรเจสเทอโรน P4อิสระกบัไม่มี  
เทียบ ระหวา่ง รูป (A) แถบทดสอบท่ีใชก้ระจกสไลดแ์ละรูป (B) ใชป้ากกาหมึกซึมเป็นวสัดุช่วยตรึงแอนติเจน 
และแอนติบอดีบนแถบทดสอบ         19 
 
รูปที ่14 (A) แสดงรูปเคร่ืองมือ Dispense workstation รุ้น BD-XYZ3000 ยีห่อ้Biodot ท่ีช่วยตรึงแอนติเจนและ 
แอนติบอดีบนแถบทดสอบ (B) แสดงแถบสีของเสน้ทดสอบท่ีไดเ้ม่ือทดสอบกบัสารละลายโพรเจสเทอโรน P4  
ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ          20 
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สัญญลกัษณ์และค าย่อ 
 Ab    Antibody 
 Ag    Antigen 
 BCA assay   Bicinchoninic acid assay 
 BSA    Bovine Serum Albumin 
 CMO     Carboxy-methyl-oxime 
 CV     Coefficient of 
 DMF    Dimethylformamide 
 DMSO    Dimethyl sulfoxide 
 EDC    1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide hydrochloride 
 ELISA    enzyme linked immunosorbent assay 
 FBS    Fetal bovine serum 
 FCS    Fetal calf serum 
 HPLC    High performance liquid chromatography 
 HRP    Horseradise peroxidase 
 IC50    half maximal inhibitory concentration 
 LOD    limiting of detection       
 M    molar 
 ml    milliliter    
 MRLs     maximum residue limits 
 ng    nanogram 
 NHS    N-hydroxysulfosuccinimide 
 OVA    Ovalbumin 
 P3    P-3-O-Carboxymethyloxime 
 P4    Pregn-4-ene-3, 20-dione 
 PBS    phosphate buffer saline 
 PBSCTT   Phosphate buffer saline with casein , Tween and Thimerosal 
 PBST    phosphate buffer saline tween 
 RIA    Radioimmunoassay 
 RT     Room temperature 
 TMB    3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidine 
 TNBS    2,4,6-Trinitrobenzene Sulfonic Acid  

ซ 
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1. บทน ำ (Introduction) 

1.1  ควำมส ำคญัและท่ีมำของปัญหำท่ีท ำกำรวจิยั 
 ปัจจุบนัเกษตรกรรมเล้ียงโคนมเป็นอำชีพหน่ึงท่ีสร้ำงรำยไดใ้ห้กบัเกษตรกรไทย ปัญหำท่ีพบในเกษตรกรท่ีเล้ียงโค
นมส่วนมำกเกิดจำกประสิทธิภำพดำ้นกำรขยำยพนัธ์ุมกัมีควำมผิดพลำดหรือล่ำชำ้อนัเน่ืองมำจำก กำรหำระยะเวลำกำรเป็นสัด
ของโคเพ่ือก ำหนดวนัผสมพนัธ์ุ และกำรตรวจสอบกำรตั้งทอ้ง ของเกษตรกรไดม้ำจำกกำรสังเกตอำกำรของแม่โคและกำร
ตรวจทอ้งเพ่ือดูวำ่แม่โคไดรั้บกำรผสมติดจนตั้งทอ้งจริงหรือไม่นั้น สำมำรถท ำไดโ้ดยกำรคล ำตรวจดูมดลูกและรังไข่ผ่ำนทำง
ทวำรหนกัตั้งแต่แม่โคตั้งทอ้งได ้2 ถึง 3 เดือนข้ึนไป โดยตอ้งใชผู้ท่ี้มีควำมช ำนำญและมีประสบกำรณ์เป็นผูต้รวจให้เท่ำนั้นจึง
จะมีควำมถูกตอ้งแม่นย  ำสูง ดงันั้นกำรหำระยะเวลำกำรเป็นสัดของโคเพ่ือก ำหนดวนัผสมพนัธ์ุ และกำรตรวจสอบกำรตั้งทอ้ง 
จึงเป็นส่ิงส ำคญัในกำรเพ่ิมผลผลิตทำงกำรเกษตรกรรมเล้ียงโคนมเป็นอยำ่งมำกซ่ึงปัจจุบนั สำมำรถท ำไดโ้ดยกำรวดัระดบั
ฮอร์โมนโพรเจสเทอโรน (Progesterone) ในกระแสเลือดหรือน ้ ำนม โดยระดบัโพรเจสเทอโรนจะสูงสุดในวนัท่ี 14-16 ของ
วงรอบกำรเป็นสดั และหลงัวนัท่ี 17 จะลดลงเร่ือยๆ จนต ่ำสุดเม่ือถึงวงรอบกำรเป็นสดัใหม่ ซ่ึงระดบัโพรเจสเทอโรนในช่วงน้ี
จะใหค้่ำต ่ำสุด ท ำใหส้ำมำรถก ำหนดเวลำในกำรผสมเทียมไดถู้กตอ้งแม่นย  ำ หำกมีกำรตั้งทอ้งระดบัของโพรเจสเทอโรนยงัคง
สูงอยูใ่กลเ้คียงกบัวนัท่ี 14-16 ของวงรอบกำรเป็นสัดและจะคงระดบัเช่นน้ีตลอดกำรตั้งทอ้งโดยประมำณวนัท่ี 20-30 ก่อน
คลอดจะเร่ิมมีระดบัลดลงอยำ่งชำ้ๆ และมีระดบัต ่ำสุดในวนัท่ีคลอด ซ่ึงจะใหผ้ลดีในกำรวเิครำะห์หำระดบัโพรเจสเทอโรนใน
น ้ ำนมเพ่ือตรวจกำรตั้งทอ้งและท ำนำยวนัท่ีแม่โคจะคลอดไดอ้ยำ่งถูกตอ้ง โดยวิธีกำรวดัระดบัโพรเจสเทอโรนนั้นท ำไดห้ลำย
วธีิเช่น กำรวเิครำะห์ดว้ยเทคนิค High performance liquid chromatography (HPLC) แต่วิธีน้ีตอ้งอำศยัเคร่ืองมือท่ีมีรำคำสูงจึง
ไม่เหมำะแก่กำรใช้ในระดับกลุ่มเกษตรกรทั่วไป อีกวิธีหน่ึงได้แก่กำรวิเครำะห์ด้วยวิธีทำงอิมมูโนวิทยำ โดยกำรใช้
ควำมสำมำรถของแอนติบอดีท่ีจบักบัโพรเจสเทอโรนไดอ้ยำ่งจ ำเพำะ ซ่ึงสำมำรถใชไ้ดใ้นหอ้งปฏิบติักำรทัว่ไป โดยส ำนกังำน
ปรมำณูเพ่ือสนัติเป็นหน่วยงำนท่ีพฒันำน ำ Radioimmunoassay มำใชใ้นกำรวเิครำะห์ แต่เน่ืองจำกมีกำรใชส้ำรกมัมนัตรังสีจึง
ตอ้งท ำกำรวิเครำะห์ในห้องปฏิบติักำรพิเศษเท่ำนั้น ในปัจจุบนัทำงสถำบนัเทคโนโลยีชีวภำพและวิศวะกรรมพนัธุศำสตร์ 
จุฬำลงกรณ์มหำวทิยำลยั จึงไดท้ ำกำรผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีสำมำรถจบักบัโพรเจสเทอโรนไดอ้ยำ่งจบัเพำะและได้
พฒันำเป็นชุดทดสอบโพรเจสเทอโรนในน ้ ำนมโคดว้ยวิธี ELISA จึงไดมี้กำรพฒันำชุดตรวจดว้ยหลกักำร Enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA) แต่เน่ืองจำกชุดตรวจสอบดงักล่ำวสำมำรถใชไ้ดใ้นระดบัหอ้งปฏิบติักำรจึงท ำใหก้ำรตรวจดว้ย
วธีิน้ียงัอำจไม่เป็นท่ีนิยมในกำรน ำไปใชใ้นระดบัภำคสนำม ดงันั้น โครงกำรวจิยัน้ีจึงพฒันำงำนวจิยัต่อใหเ้ป็นชุดทดสอบชนิด
แถบส ำเร็จรูปหรือ Strip test (ลกัษณะเดียวกบักำรแถบทดสอบกำรตั้งครรภข์องคน) เพ่ือน ำไปใชต้รวจหำระดบัฮอร์โมนโพ
รเจสเทอโรน ในน ้ ำนมโคในระดบัภำคสนำมร่วมกบั กรมปศุสตัว ์และเกษตรกรสำมำรถน ำแถบทดสอบดงักล่ำวไปใชง้ำนได้
จริงในกำรหำระยะเวลำกำรเป็นสัดของโคเพ่ือก ำหนดวนัผสมพนัธ์ุ และกำรตรวจสอบกำรตั้งทอ้งไดอ้ยำ่งแม่นย  ำ เพ่ือให้กำร
ผลิตน ้ ำนมโคเป็นไปอยำ่งต่อเน่ือง 
 
1.2  วตัถุประสงคข์องโครงกำรวจิยั 
 1.2.1 เพ่ือพฒันำชุดทดสอบชนิดแถบส ำเร็จรูปส ำหรับตรวจระดบัฮอร์โมนโพรเจสเทอโรนในน ้ ำนมโค โดยใชโ้มโน
โคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตข้ึน ในหอ้งปฏิบติักำร 
 1.2.2  เพ่ือเปรียบเทียบผลกำรทดสอบและประสิทธภำพของชุดทดสอบชนิดแถบส ำเร็จรูปท่ีพฒันำข้ึนกบัชุดทดสอบ
แบบวธีิเอนไซมลิ์งกอิ์มมิวโนซอร์เบนตแ์อสเสย ์ท่ีพฒันำข้ึน 
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 1.2.3  เพ่ือศึกษำประสิทธิภำพของชุดทดสอบชนิดแถบส ำเร็จรูปท่ีพฒันำข้ึนเพ่ือตรวจวดัระดบัฮอร์โมนโพรเจสเทอ
โรนในน ้ ำนมโคในระดบัภำคสนำมไดจ้ริง 
 
1.3  ขอบเขตของโครงกำรวจิยั 
 1.3.1   เตรียม สำร และวสัดุอุปกรณ์ท่ีเก่ียวขอ้งในกำรท ำชุดทดสอบชนิดแถบส ำเร็จรูป   
 1.3.2   เตรียมชุดทดสอบชนิดแถบส ำเร็จรูป (Strip test) โดยกำรหำสภำวะท่ีเหมำะสมในกำร 
เตรียมแถบทดสอบ  
 1.3.3   ทดสอบประสิทธิภำพของชุดทดสอบชนิดแถบส ำเร็จรูปตน้แบบ 
 1.3.4   ทดสอบกำรใชง้ำนของแถบทดสอบในกำรตรวจระดบัฮอร์โมนโพรเจสเทอโรนในน ้ ำนมโค 
 ร่วมกบักรมปศุสตัว ์
 
1.4  ทฤษฎี สมมุติฐำนและกรอบแนวควำมคิดของโครงกำรวจิยั 
 กำรผลิตน ้ ำนมและกำรสืบพนัธ์ของโคนม จะมีประสิทธิภำพไดโ้ดยกำรเพ่ิมอตัรำกำรผสมติด ซ่ึงสำมำรถท ำไดโ้ดย
กำรผสมเทียมในช่วงระยะท่ีแม่โคเป็นสัดดงันั้นกำรทรำบระยะกำรเป็นสัดและกำรตรวจยืนยนักำรตั้งทอ้งท่ีถูกตอ้งจึงเป็นส่ิง
ส ำคญั เพ่ือใหแ้ม่โคผลิตน ้ ำนมไดเ้กษตรกรจึงจ ำเป็นตอ้งท ำให้โคนมมีระยะกำรตั้งทอ้งถึงคลอดลูก โดยกำรผลิตน ้ ำนมจะเร่ิม
ข้ึนตั้งแต่คลอดลูกจนกระทัง่ถึงระยะท่ีลูกโคไม่ตอ้งกำรนม และเม่ือแม่โคคลอดลูกครบ 60 วนัเกษตรกรควรท ำกำรตรวจควำม
เป็นสัด และผสมเทียมในระยะท่ีแม่โคเป็นสัด หลงัจำกนั้น 21-24 วนัให้ตรวจกำรตั้งทอ้งเพ่ือให้กำรผลิตน ้ ำนมเป็นไปอยำ่ง
ต่อเน่ือง จนกวำ่แม่โคจะไม่สำมำรถสืบพนัธ์ุต่อไปได ้กำรตรวจดงักล่ำวสำมำรถท ำไดโ้ดยกำรวดัระดบัฮอร์โมนโพรเจสเทอ
โรน (progesterone)ซ่ึงเป็นฮอร์โมนท่ีส ำคญัต่อกำรควบคุมท ำงำนของระบบสืบพนัธ์ุจดัเป็นสเตอรอยด์ฮอร์โมน (Steroid 
hormone)มีช่ือทำงเคมี คือ 4-pregnene-3,20-dione เป็นฮอร์โมนท่ีผลิตท่ีคอร์ปัสลูเทียม (corpus luteum)ของรังไข่ ในช่วงท่ีแม่
โคเป็นสัด (estrous) โพรเจสเทอโรนในกระแสเลือดและน ้ ำนมจะมีปริมำณต ่ำมำก และจะมีปริมำณสูงสุดในช่วงกลำงของ
วงรอบกำรเป็นสดั ถำ้โคนมไม่ไดรั้บกำรผสมพนัธ์ุหรือผสมพนัธ์ุไม่ติดระดบัโพรเจสเทอโรนจะลดลงในช่วง 2-3 วนั ก่อนช่วง
เป็นสัดต่อไป หำกกำรผสมพนัธ์ุติด คอร์ปัสลูเทียม ยงัคงท ำงำนต่อ ท ำให้ระดบัโพรเจสเทอโรนมีค่ำสูงตลอดกำรตั้งทอ้ง 
ดงันั้น กำรวดัระดบัโพรเจสเทอโรนในน ้ ำนมโคจึงเป็นวธีิท่ีสำมำรถน ำมำใช ้เพ่ือหำระยะเวลำเป็นสดัของแม่โคไดอ้ยำ่งถูกตอ้ง
แม่นย  ำ ท ำใหส้ำมำรถก ำหนดวนัผสมพนัธ์ุท่ีถูกตอ้งเป็นกำรเพ่ิมโอกำสกำรตั้งทอ้งของแม่โค และสำมำรถใชต้รวจสอบระยะ
เป็นสัดและกำรตั้งทอ้งของโคนมไดอ้ย่ำงต่อเน่ือง ซ่ึงปัจจุบนัไดนิ้ยมน ำเอำกำรวดัระดบัโพรเจสเทอโรนในน ้ ำนมดว้ยวิธี 
ELISA  ซ่ึงเป็นวธีิท่ีเหมำะแก่กำรวดัตวัอยำ่งจ ำนวนมำกในระดบัห้องปฏิบติักำรทัว่ไป แต่เพ่ือควำมรวดเร็วในกำรตรวจสอบ
ผลในระดับภำคสนำมจึงท ำให้ชุดตรวจสอบดงักล่ำวอำจจะยงัไม่รวดเร็วและสะดวกพอท่ีจะน ำไปใชง้ำนไดจ้ริงในระดับ
ภำคสนำม ดงันั้นทำงสถำบนัวิจยัเทคโนโลยีชีวภำพและวิศวกรรมพนัธุศำสตร์ จุฬำลงกรณ์มหำวิทยำลยั จึงไดมี้โครงกำรท่ี
ต่อเน่ืองทั้งกำรผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีมีควำมจ ำเพำะต่อโพรเจสเทอโรนโดยน ำมำพฒันำต่อเป็นชุดทดสอบตน้แบบ 
ท่ีใชห้ลกักำร ELISA เพ่ือหำระดบัฮอร์โมนโปรเจสเตอโรนในน ้ ำนมโคในระดบัห้องปฏิบติักำร และท ำโครงกำรต่อเน่ืองใน
กำรพฒันำแถบทดสอบส ำเร็จรูปใหเ้หมำะแก่กำรใชง้ำนในระดบัภำคสนำมของเกษตรกรพร้อมทั้งทดลองใชง้ำนร่วมกบักรม
ปศุสตัวเ์พ่ือสนองควำมตอ้งกำรของงำนทำงดำ้นเกษตรกรรมกำรเล้ียงโคนมของเกษตรกรให้สำมำรถน ำแถบทดสอบดงักล่ำว
ไปใชง้ำนไดจ้ริงต่อไป 
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1.5  กำรทบทวนวรรณกรรม/สำรสนเทศ (information) ท่ีเก่ียวขอ้ง  
 กำรตรวจวิเครำะห์โพรเจสเทอโรนโดยวิธีทำงอิมมูโนวิทยำ ในปัจจุบนัมีกำรพฒันำกำรวิเครำะห์ท่ีสำมำรถท ำได้
สะดวกและรวดเร็วข้ึน โดยอำศัยวิธีทำงอิมมูโนวิทยำ (Immunological method) ได้แก่ วิธีเรดิโออิมมูโนแอสเสย ์
(Radioimmunoassay, RIA) และเอนไซมลิ์งคอิ์มมูโนซอร์เบนตแ์อสเสย ์(Enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) 
ส ำหรับหลกักำรของ RIA คืออำศยักำรท ำปฎิกิริยำระหวำ่งแอนติเจน คือ โพรเจสเทอโรนกบัแอนติบอดีต่อโพรเจสเทอโรน ซ่ึง
มีกำรติดฉลำกดว้ยสำรกมัมนัตภำพรังสี แลว้ติดตำมปริมำณ   โพรเจสเทอโรนจำกเคร่ืองนบัปริมำณรังสี เทคนิคน้ีเป็นเทคนิคท่ี
มีควำมไวสูง ใหผ้ลกำรตรวจสอบท่ีถูกตอ้งแม่นย  ำ และมีควำมจ ำเพำะ (Specificity) สูง เน่ืองจำกอำศยักำรจบักนัของแอนติเจน
กบัแอนติบอดี (Capezzuto, 2006) แต่เน่ืองจำกเทคนิคน้ีตอ้งใชเ้คร่ืองมือในกำรตรวจวดัสำรกมัมนัตภำพรังสี ซ่ึงตอ้งท ำใน
ห้องปฏิบัติกำรเท่ำนั้น และอำจก่อให้เกิดปัญหำเก่ียวกบักำรใช้และกำรจัดกำรของเสียปนเป้ือนจำกสำรกมัมนัตภำพรังสี 
(Yalow และ Berson, 1978) ส่วนหลกักำรของเทคนิค ELISA นั้นอำศยัหลกักำรท ำปฎิกิริยำระหวำ่งแอนติเจน คือ โพรเจสเทอ
โรนกับแอนติบอดีต่อโพรเจสเทอโรนซ่ึงมีกำรติดฉลำกด้วยเอนไซม์แทนสำรกัมมันตภำพรังสี โดยใช้แอนติเจนหรือ
แอนติบอดีเคลือบติดกบัพ้ืนผิว (Solid support) ท ำใหเ้กิดกำรจบักนัระหวำ่งแอนติเจนและแอนติบอดี ตรวจวดักำรจบักนัของ
เอนไซมท่ี์ติดฉลำกกบัแอนติเจนหรือแอนติบอดี ซ่ึงเอนไซมจ์ะเป็นตวัช่วยในกำรขยำยควำมสำมำรถในกำรตรวจสอบปฏิกิริยำ
ระหว่ำงแอนติเจนและแอนติบอดีท่ีเกิดข้ึน จึงเป็นปฏิกิริยำท่ีมีควำมไว ควำมจ ำเพำะสูง และมีควำมเหนียวแน่นในกำรจับ 
(Affinity) เทคนิค ELISA น้ีเป็นวธีิท่ีอำศยัปฎิกิริยำทำงภูมิคุม้กนัมีควำมนิยมมำกในปัจจุบนั สำมำรถใชใ้นกำรวดัระดบัสำรท่ี
ตอ้งกำรตรวจวดัไดอ้ยำ่งแม่นย  ำ มีควำมจ ำเพำะและควำมไวสูง สะดวก ใชง้ำนไดง่้ำย ไม่เป็นพิษกบัส่ิงแวดลอ้ม สำมำรถน ำมำ
ตรวจสอบในหอ้งปฏิบติักำรปกติได ้ใหค้วำมถูกตอ้งสูงให้ผลกำรตรวจวดัใกลเ้คียงกบักำรตรวจวดัดว้ยวิธีทำงเคมี แต่ใชเ้วลำ
นอ้ยและวิเครำะห์ตวัอยำ่งไดค้รำวละมำกๆ และมีกำรใชอ้ยำ่งแพร่หลำย (Nakao และคณะ 1980) หลกักำรของปฏิกิริยำใน
เทคนิคอิมมูโนโครมำโทกรำฟีหลกัๆแบ่งเป็น 2 แบบ ไดแ้ก่ แบบ Double antibody sandwich assay (DAS) ซ่ึงส่วนใหญ่นิยม
ใชก้บักำรตรวจแอนติเจนท่ีมีขนำดใหญ่และมี antigenic sites หลำยชนิด และแบบ competitive inhibition วิธีน้ีนิยมใชต้รวจ
แอนติเจนท่ีมีขนำดเล็กและมี antigenic sites เพียงหน่ึงชนิดเท่ำนั้น หลกักำรของวิธีน้ีคลำ้ยกบัแบบ DAS แต่ท่ีแตกต่ำงคือ
ต ำแหน่งของ test line จะถูกตรึงดว้ยแอนติเจนชนิดเดียวกบัท่ีตอ้งกำรตรวจสอบ ดงันั้นถำ้ในตวัอยำ่งมีแอนติเจนอยูม่ำกพอ 
แอนติบอดีจะจบักบัแอนติเจนในตวัอยำ่งจนหมด และไม่เหลือพอท่ีจะจบักบัแอนติเจนท่ี test line ดงันั้นต ำแหน่ง test line จะ
ไม่เกิดแถบสีใหเ้ห็นทั้งน้ีผลท่ีอ่ำนไดจ้ะแปรผกผนักบัปริมำณแอนติเจนท่ีตรวจพบในตวัอยำ่ง จำกผลกำรตรวจสอบท่ีนอกจำก
สำมำรถอ่ำนไดด้ว้ยตำเปล่ำ (yes/no) ใหผ้ลถูกตอ้ง รวดเร็ว สะดวกต่อกำรพกพำและกำรใชง้ำน จึงท ำให้วิธีกำรตรวจสอบโดย
ใชห้ลกักำรโครมำโทกรำฟีไดรั้บควำมนิยมท่ีจะน ำมำใชต้รวจสอบในงำนทำงดำ้นกำรแพทย ์สัตวแ์พทย ์และกำรเกษตร (Van 
Weeman and Schuurs, 1971) 
 กำรตรวจติดตำมฮอร์โมนโปรเจสเตอโรนโดยใชชุ้ดทดสอบชนิดแถบส ำเร็จรูปจะใชห้ลกักำร Competitive lateral 
flow immunoassay (LFIAs) ซ่ึงมีองคป์ระกอบหลกัคือ 1. nitrocellulose membrane ท่ีมีเส้น test line และ control line เกิดจำก
น ำเอำ โปรเจสเตอโรนท่ีติดกบัโปรตีนพำหะและแอนติบอดีท่ีจ ำเพำะกบับริเวณ Fc (secondary antibody, 2º Ab) มำตรึงไว ้
ตำมล ำดบั 2.บริเวณ conjugate pad น ำเอำแอนติบอดีท่ีเช่ือมติดกบั colloidal carbon (complex) มำตรึงไว ้แลว้ใชห้ลกักำรให้
ของเหลวไหลซึมผ่ำนเยื่อแผ่นดูดซบัพำเอำแอนติบอดีท่ีเช่ือมติดกบั colloidal carbon วิ่งไปหำ โปรเจสเตอโรนท่ีบริเวณเส้น 
test line โดยใชบิ้เวณ Fab ของแอนติบอดีท่ีมีควำมจ ำเพำะจบัและแอนติบอดีส่วนท่ีเหลือจะน ำส่วนบริเวณ Fc ไปจบักบั 
แอนติบอดีท่ีจ ำเพำะกบับริเวณ Fc เกิดเป็นแถบสีของ colloidal carbon บนบริเวณเส้น test line และ control line ตำมล ำดบั 
แถบสีจะแปรผนัตำมปริมำณปริมำณโปรเจสเตอโรนท่ีพบในตวัอยำ่ง ซ่ึงสำมำรถยนืยนัควำมถูกตอ้งของกำรตรวจสอบไดจ้ำก 
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complex หรือแอนติบอดีท่ีเหลือจำกกำรจบักนัตรงต ำแหน่ง test line ท่ีจะเคล่ือนต่อไปบน solid support จนไปถึงบริเวณท่ี
เคลือบแอนติบอดีอีกชนิด (Posthuma-Trumpie และคณะ 2008) 
 
1.6 ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ 
 1.6.1 ไดชุ้ดทดสอบชนิดแถบส ำเร็จรูปท่ีมีประสิทธิภำพส ำหรับตรวจติดตำมโปรเจสเตอโรนในน ้ ำนมดิบได ้
 1.6.2  ผลงำนวจิยัสำมำรถเผยแพร่ในวำรสำรระดบัชำติได ้1 เร่ือง 
 1.6.3  หน่วยงำนท่ีท ำหนำ้ท่ีเก่ียวขอ้ง ไดแ้ก่ กรมปศุสตัว ์สำมำรถน ำชุดทดสอบชนิดแถบส ำเร็จรูปไปใชต้รวจติดตำม
ระดบัฮอร์โมนโพรเจสเทอโรนในน ้ ำนมโคในระดบัภำคสนำมเพ่ือใหก้ำรผลิตน ้ ำนมโคเป็นไปอยำ่งต่อเน่ือง 
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2. วธีิด าเนินการวจัิย (Materials & Method)  
 
2.1  เตรียมสำรต่ำงๆ ท่ีจ ำเป็นในกำรเตรียมแถบทดสอบ  
 

2.1.1  กำรเตรียมสำรเช่ือมต่อระหวำ่งโพรเจสเทอโรนกบั BSA  
เน่ืองจำกโพรเจสเทอโรนเป็นสำรท่ีมีโมเลกุลขนำดเล็กมีคุณสมบติัเป็นแฮปเทน (hapten) ไม่สำมำรถกระตุน้กำร

สร้ำงแอนติบอดีและใชใ้นกำรเคลือบจำน 96 หลุมท่ีผลิตจำกพลำสติกได ้ตอ้งมีกำรเช่ือมแฮปเทนกบัสำรโมเลกุลใหญ่เช่น 
โปรตีน  จึงท ำกำรเช่ือมต่อโพรเจสเทอโรนกบั BSA โดยใช ้NHS และ EDC เป็นสำรเช่ือมต่อ (coupling agent) โดยเร่ิมจำก
กำรน ำโพรเจสเทอโรน        คำร์บอกซีเมทิลออกไซม์ (P3cmo)  NHS  และ EDC  ละลำยใน DMF  เขยำ่ชำ้ ๆ เป็นเวลำ 2 
ชัว่โมง จำกนั้นเติมสำรละลำย BSA ใน 0.5 M carbonate buffer pH 9.6 ลงไปทีละหยด กวนเบำ ๆ ท่ีอุณหภูมิห้อง 2 ชัว่โมง
แลว้จึงน ำไป ไดแอไลซ์ดว้ย PBS ท่ีอุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส โดยเปล่ียน PBS 5 คร้ัง ทุกๆ 6 ชัว่โมง ท ำกำรหำวิเครำะห์
ปริมำณโปรตีนของ BSA ท่ีเช่ือมต่อกบัโพรเจสเทอโรนคำร์บอกซีเมทิลออกไซม ์(Bicinchoninic Acid Assay ;BCA assay) 
โดยใชชุ้ดทดสอบ BCATM Protein Assay Kit (PIERCE) เร่ิมจำกเตรียม Working reagent ดว้ยกำรผสมรีเอเจนต ์A กบั รีเอ
เจนต ์B ในอตัรำส่วน 50:1 จำกนั้นเตรียมสำรมำตรฐำน BSA เจือจำงท่ีควำมเขม้ขน้ 0-1000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และสำร
ตวัอยำ่ง (โพรเจสเทอโรนเช่ือมต่อกบั BSA) โดยท ำกำรเจือจำงดว้ย PBS ซ่ึงสำรมำตรฐำน และสำรตวัอยำ่งเจือจำงท่ีควำมเจือ
จำง 2, 4, และ 8 เท่ำ แลว้เติมสำรมำตรฐำนและสำรตวัอยำ่งแต่ละควำมเขม้ขน้ลงในจำนชนิด 96 หลุม หลุมละ 25 ไมโครลิตร 
เติม Working reagent ลงไปในหลุมท่ีมีสำรมำตรฐำนและสำรตวัอยำ่ง หลุมละ 200 ไมโครลิตร เขยำ่จำนชนิด 96 หลุมเบำๆ 
ประมำณ 30 วนิำที ก่อนน ำไปเขำ้ตูบ่้ม 37 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 30 นำที จำกนั้นน ำ จำนชนิด 96 หลุมออกมำวำงไวใ้ห้เยน็
ลงท่ีอุณหภูมิหอ้ง แลว้น ำไปวดัค่ำดูดกลืนแสงท่ีควำมยำวคล่ืน 540 นำโนเมตร ดว้ยเคร่ือง ELISA microplate reader 
 
 2.1.2  เตรียมโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อโพรเจสเทอโรนใหบ้ริสุทธ์ิ  
  

น ำเซลล์ไฮบริโดมำโคลน 5/G7-F4 ท่ีผลิตแอนติบอดีท่ีมีควำมจ ำเพำะต่อโพรเจสเทอโรนซ่ึงผลิตโดยสถำบัน
เทคโนโลยชีีวภำพ จุฬำลงกรณ์มหำวิทยำลยั มำเล้ียงเพ่ิมจ ำนวนในอำหำรเล้ียงเซลล ์RPMI 1640 ท่ีมี FCS 10 เปอร์เซ็นต ์โดย
ปริมำตร ในขวดเล้ียงเซลล์ปริมำตร 10 มิลลิลิตร เล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส ในตูเ้พำะเล้ียงเซลล์ควบคุมระดับ
คำร์บอนไดออกไซด์ท่ี 5 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลำ 2 วนั จำกนั้นถ่ำยลงภำชนะปริมำตร 50 มิลลิลิตร เล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 องศำ
เซลเซียส ในตูเ้พำะเล้ียงเซลลค์วบคุมระดบัคำร์บอนไดออกไซด์ท่ี 5 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลำ 2 วนั แลว้ท ำกำรยำ้ยเซลลล์งขวด
เล้ียงเซลลท่ี์มีกำรป่ันกวนขนำด 1 ลิตร ปริมำตร 600 มิลลิลิตร ป่ันกวนดว้ยควำมเร็ว 20 รอบต่อนำที เล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 องศำ
เซลเซียส ในตูเ้พำะเล้ียงเซลลค์วบคุมระดบัคำร์บอนไดออกไซด์ท่ี 5 เปอร์เซ็นต์ เล้ียงเซลลเ์ป็นเวลำ 7-10 วนั จนกระทัง่ได้
ปริมำณแอนติบอดีมำกพอ จำกนั้นจึงแบ่งใส่หลอดน ำไปป่ันเหวีย่งใหเ้ซลลต์กตะกอนท่ีควำมเร็ว 1500 รอบต่อนำที เป็นเวลำ 5 
นำที แลว้แยกส่วนของเซลลท่ี์ตกตะกอนท้ิงไป เก็บส่วนของอำหำรเล้ียงเซลลซ่ึ์งมีแอนติบอดีไว ้เพ่ือน ำแอนติบอดีท่ีไดไ้ปท ำ
ใหบ้ริสุทธ์ิต่อไป 
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2.1.3 กำรท ำแอนติบอดีใหบ้ริสุทธ์ิโดยวธีิ protein A affinity chromatography  
       เน่ืองจำกโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีไดมี้ควำมจะเพำะต่อโพรเจสเทอโรนสูง มีไอโซไทป์เป็น IgG2a ซ่ึงมีสัมพรรค
ภำพสูงกบัโปรตีน เอ (โปรตีน เอ 1 โมเลกุล สำมำรถจบักบัแอนติบอดีได ้2 โมเลกุล) จึงเลือกใชค้อลมัน์โปรตีน เอ เซฟำโรส 
(protein A sepharose) ในกำรท ำแอนติบอดีให้บริสุทธ์ิ โดยอำศัยหลกักำรจบักนัของแอนติบอดีกบัโปรตีน เอ ซ่ึงเป็น
ส่วนประกอบในผนงัเซลล์ของ Staphylococcus aureus สำมำรถเกิดอนัตรกิริยำกบัแอนติบอดีไดโ้ดยมีสัมพรรคภำพสูงท่ีค่ำ 
pH  8.0  เม่ือค่ำ pH ต ่ำลง อนัตรกิริยำระหวำ่งโปรตีน เอ กบัแอนติบอดีจะมีสมัพรรคภำพต ่ำลง จึงสำมำรถแยกแอนติบอดีออก
ไดโ้ดยมีวธีิกำรท ำดงัน้ี 
 โดยน ำโปรตีน เอ เซฟำโรส 0.5 กรัม มำท ำใหพ้องตวั โดยแช่ใน PBS 5 มิลลิลิตร เป็นเวลำ 1 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
แลว้น ำไปใส่คอลมัน์ ปรับคอลมัน์ใหอ้ยูใ่นสภำพสมดุลโดยเติม 0.1 M phosphate buffer, pH 8 ปริมำตร  5 เท่ำของคอลมัน์ ลง
ในคอลมันโ์ปรตีน เอ เซฟำโรส ปรับ pH ของอำหำรเล้ียงเซลลท่ี์ไดจ้ำกขอ้ 3.4.1.4 ใหเ้ท่ำกบั 8.1 โดยใช ้1 M Tris buffer, pH 
9.0  แลว้เติมลงในคอลมัน์โดยใหมี้อตัรำกำรไหลเท่ำกบั 1 มิลลิลิตรต่อนำที ลำ้งคอลมันด์ว้ย 0.1 M phosphate buffer, pH 8.0 
ปริมำตร  5 เท่ำของคอลมัน์  จำกนั้นจึงชะแอนติบอดีออกโดยใช ้0.1 M citrate buffer, pH 3.0  ปริมำตร  3 เท่ำของคอลมัน์ ให้
มีอตัรำกำรไหลเท่ำกบั 1 มิลลิลิตรต่อนำที พร้อมกบัเก็บสำรละลำยท่ีออกจำกคอลมัน์ใส่หลอดทดลอง หลอดละ 1 มิลลิลิตร 
และปรับ pH สำรละลำยในหลอดทดลองใหเ้ป็น 7.4 โดยใช ้1 M Tris buffer, pH 9.0 ปรับคอลมัน์ใหอ้ยูใ่นสภำพสมดุลโดย
เติม 0.1 M phosphate buffer, pH 8.0 ปริมำตร  5 เท่ำของคอลมัน์ หลงัจำกนั้นน ำสำรละลำยในหลอดทดลองแต่ละหลอดไปวดั
ค่ำกำรดูดกลืนแสงท่ี 280 นำโนเมตร ดว้ยเคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ แลว้เก็บสำรละลำยในหลอดท่ีใหค้่ำกำรดูดกลืนแสงสูง
มำรวมกนัน ำไปไดแอไลซ์ดว้ย PBS ท่ีอุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียสโดยเปล่ียน PBS 5 คร้ัง ทุก ๆ 6 ชัว่โมง 

 
 2.1.4 กำรเตรียมสำรละลำยแขวนลอยอนุภำคทอง (Colloidal Gold) 
 เตรียมไดจ้ำกสำรประกอบ HAuCl4.3H2O โดยหำสดัส่วนและเวลำท่ีเหมำะสมระหวำ่งสำรละลำย HAuCl4.3H2O กบั
สำรละลำย Sodium citrate จนไดส้ำรละลำย Colloidal Gold เปล่ืยนเป็นสี cherry red  น ำไปสแกนหำค่ำดูดกลืนแสดงท่ีสูง
ท่ีสุด (Maximum Wavelength) คดัเลือกอนุภำคท่ีตอ้งกำร และดูขนำดอนุภำคดว้ยเคร่ือง TEM (Transmission electron 
microscopy)  
 
 2.1.5 ติดฉลำกแอนติบอดีตอ่โพรเจสเทอโรนกบัอนุภำคทอง 
 น ำแอนติบอดีต่อโพรเจสเทอโรน มำเจือจำงสองเท่ำในน ้ ำปรำศจำกไอออนทั้งหมด 10 ควำมเขม้ขน้ ดูดมำปริมำณ 25 
ไมโครลิตร เติมสำรละลำย Colloidal gold ขนำด 10 และ 20 นำโนเมตร ท่ีเตรียมได ้ปริมำณ 25 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขำ้กนั
น ำไปบ่มท่ี อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลำ 15 นำที เติม 10% ของสำรละลำยโซเดียมคลอไรด ์ปริมำตร 100 ไมโครลิตร น ำสำรละลำยท่ี
ไดไ้ปสแกนดูกำรเปล่ียนแปลงของสี ตั้งแต่ช่วง 500-600 นำโนเมตร ดว้ยเคร่ือง spectrophotometer เลือกควำมเขม้ขน้ต ่ำสุด
ของแอนติบอดีต่อโพรเจสเทอโรน ติดกบัอนุภำคทอง ขนำด 10 และ 20 นำโนเมตรน ำแอนติบอดีท่ีควำมเขม้ขน้ดงักล่ำวมำ
เช่ือมติดกบัอนุภำคทอง ปรับค่ำ pH ของแอนติบอดีและอนุภำคทอง ดว้ย 20 mM sodium borate buffer pH 8.2 และ 0.2 M 
K2CO3 ใหไ้ด ้pH 8.2 ตำมล ำดบั กนัก่อนท่ีจะท ำกำรเติมแอนติบอดีลงบนสำรละลำย Colloidal glod ท่ีสงัเครำะห์ได ้โดยกำร
กวนเบำๆ บ่มท่ี 4 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 1 ชัว่โมง เติม 10%BSA ท่ีละลำยใน 20 mM sodium borate buffer บ่มท่ี
อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลำ 15 นำที น ำไปป่ันเหวีย่งท่ี 15,000 รอบต่อนำที ท่ี 4 องศำเซลเซียส เทส่วนใสออกละลำยตะกอนดว้ย 20 
mM sodium borate buffer ท่ีมี 1%BSA แลว้น ำไปป่ันเหวีย่งท่ีสภำวะเดิม ทั้งหมด 3 คร้ัง รอบสุดทำ้ยละลำยตะกอนใหไ้ด้
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ปริมำตร 1 มิลลิลิตร เก็บท่ี อุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส น ำไปดูภำพกำรติดของ Au กบัแอนติบอดีดว้ยเคร่ือง TEM 
(Transmission electron microscopy) 
 
 2.1.6 เตรียมส่วนประกอบบนแถบทดสอบ 

ท ำกำรคดัเลือกชนิดของเมมเบรนและส่วนประกอบบนแถบทดสอบ เพ่ือหำระบบท่ีเหมำะสมในกำรไหลของ
สำรละลำยท่ีท ำให้เกิดปฏิกิริยำท่ีชัดเจน ไม่เร็วเกินไปจนเกิดปฏิกิริยำท่ีไม่ชัดเจน โดยจำกกำรศึกษำข้อมูลได้คัดเลือก
องคป์ระกอบท่ีอยูบ่น strip test ไดด้งัน้ี 

- บริเวณ  Sample pad ใชเ้ป็น CF4 ของ Whatman® 

- บริเวณ  Conjugate pad ใชเ้ป็น GF33 ของ Whatman® 

- บริเวณ  Reaction pad  ประกอบดว้ยส่วนท่ีเป็นTest line และ Control line ใช ้AE100 ของ Whatman® 

- บริเวณ Adsorption pad ใชเ้ป็น CF7 ของ Whatman® 

2.2 หำสภำวะท่ีเหมำะสมในกำรเตรียมแถบทดสอบ 

น ำส่วนประกอบบนแถบทดสอบท่ีเตรียมในขอ้ 2.1.6  ซ่ึงแถบทดสอบประกอบดว้ย 4 ส่วนหลกัๆ คือ  1. Sample 
pad 2. Conjugate pad 3. Reaction pad ( Test line และ Control line) 4. Adsorption pad โดยจะตอ้งหำสภำวะท่ีเหมำะสมของ
องคป์ระกอบของสำรต่ำงๆท่ีบ่งบอกกำรท ำงำนของแถบทดสอบ องคป์ระกอบของสำรต่ำงๆท่ีอยูบ่นแถบทดสอบประกอบไป
ดว้ย 1. แอนติบอดีท่ีติดฉลำกอนุภำคทองตรึงอยูบ่นบริเวณ Conjugate pad  2. แอนติเจนท่ีเช่ือมติดกบัโปรตีนพำหะ ตรึงอยูบ่น
บริเวณ test line 3. Goat anti-mouse อยูบ่นบริเวณ control line โดยจะทดสอบอตัรำส่วนท่ีเหมำะสมในกำรเกิดปฏิกิริยำ โดยใช้
เคร่ืองขีดเสน้ control line และ test line พร้อมทั้งทดสอบควำมไวแ้ละควำมชดัเจนในกำรแสดงผลท่ีเหมำะสม 

2.3  ประเมินประสิทธิภำพของชุดตรวจสอบท่ีเตรียม 
ท ำกำรทดสอบควำมไวของกำรวดั (sensitivity) ปริมำณสำรต ่ำสุดท่ีสำมำรถวดัได ้ (lower limit of detection) ควำม

ถูกตอ้งของกำรวดัในรูปของค่ำ %recovery  ทดสอบควำมแม่นย  ำของกำรวดัโดยกำรทดสอบควำมแปรปรวนในสองรูปแบบ
คือ intra variation assay และ inter variation assay โดยกำรใชต้วัอยำ่งท่ีเป็นสำรละลำยและตวัอยำ่งน ้ ำนมโคท่ีมีกำรเติมสำรท่ี
ทรำบปริมำณแน่นอนลงไปอ่ำนคำ่ดว้ยอุปกรณ์ในกำรวดัควำมเขม้ของแถบสีท่ีเกิดข้ึนท่ีไดจ้ำกกำรพฒันำข้ึนจำกงำนวจิยัน้ี 
วเิครำะห์ค่ำควำมถูกตอ้งแม่นย  ำเปรียบเทียบกบัวธีิมำตรฐำนท่ีใชอ้ยูใ่นปัจจุบนั 

 
2.4 ทดสอบการใชง้านของแถบทดสอบในการตรวจระดบัฮอร์โมนโพรเจสเทอโรนในน ้ านมโค 

สกดัตวัอยำ่งน ้ ำนมโคใหเ้หมำะสมกบักำรใชง้ำนกบัแถบทดสอบ ท ำกำรทดลองโดยน ำน ้ ำนมโคปริมำณ 50 มิลลิลิตร 
น ำไปป่ันเหวี่ยงท่ีควำมเร็ว 1,500 xg ท่ีอุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 20 นำที น ำส่วนบนท่ีเป็นชั้นไขมนัมำสกดั โดย
น ำไปตม้ในอ่ำงควบคุมอุณหภูมิท่ี 90 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 5-10 นำที จะไดข้องเหลวสีเหลืองแบ่งหลอดละ 10 ไมโครลิตร 
เติม P4 ท่ีละลำยอยูใ่น 5% Methanolใน PBST ผสมให้เป็นเน่ือเดียวกนั น ำไปสกดัดว้ย Petroleum ether : Methanol : Water 
อตัรำส่วน 0.5: 0.75 : 0.125 ปริมำตรต่อปริมำตร น ำส่วน Methanol มำท ำให้แห้งดว้ยเคร่ืองกลัน่ระเหยระบบสูญญำกำศ 
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(Rotary Vacuum Evaporator) ท่ีอุณหภูมิ 60-70 องศำเซลเซียส ละลำยกลบัดว้ย 0.5 ไมโครลิตรของ 5% Methanolใน PBST 
จำกนั้นน ำไปทดสอบกบัแถบทดสอบตน้แบบท่ีเตรียมได ้เปรียบเทียบควำมเขม้ขน้ของโพรเจสเทอโรนท่ีไดก้บัสำรละลำย
มำตรฐำนโพรเจสเทอโรน  
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3. ผลการวจัิย (Results) 
3.1  เตรียมสำรต่ำงๆ ท่ีจ ำเป็นในกำรเตรียมแถบทดสอบ  
 
 3.1.1 กำรเตรียมสำรเช่ือมต่อระหวำ่งโพรเจสเทอโรนกบั BSA   
 เม่ือท ำกำรเช่ือมโพรเจสเทอโรนกบั BSA น ำไปวดัหำปริมำณโปรตีน โดยวเิครำะห์ปริมำณโปรตีนของ BSA ท่ี
เช่ือมต่อกบัโพรเจสเทอโรนคำร์บอกซีเมทิลออกไซม ์ ดว้ยวธีิ bicinchoninic acid assay (BCA assay ; PIERCE) น ำไปวดัค่ำ
ดูดกลืนแสงท่ีควำมยำวคล่ืน 540 นำโนเมตร ดว้ยเคร่ือง ELISA microplate reader น ำค่ำกำรดูดกลืนแสงไปค ำนวนหำปริมำณ
โปรตีนจำกกรำฟมำตรฐำนพบวำ่ โพรเจสเทอโรนท่ีเช่ือมต่อกบั BSA มีปริมำณโปรตีนเป็น  1.33 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
 
 3.1.2 กำรเตรียมแอนติบอดีและท ำใหบ้ริสุทธ์ิ 

น ำไฮบริโดมำท่ีผลิตแอนติบอดีต่อโพรเจสเทอโรนท่ีเก็บไวใ้นไนโตรเจนเหลวออกมำเล้ียงเพ่ิมจ ำนวนในอำหำรเล้ียง
เซลลท่ี์มีซีรัม (FCS) ร้อยละ 10 เล้ียงในภำชนะเล้ียงเซลล ์( spinner flask)  ขนำด 1 ลิตร น ำไปบ่มในตูบ่้มท่ีอุณหภูมิ 37 องศำ
เซลเซียส ภำยใตส้ภำวะท่ีมี แก๊สคำร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 เป็นเวลำ 1 สัปดำห์ เพ่ือให้ไดแ้อนติบอดีในปริมำณท่ีเขม้ขน้ 
จำกนั้นท ำกำรป่ันแยกเซลล์ไฮบริโดมำออก เก็บเอำส่วนอำหำรเล้ียงเพ่ือน ำมำแยกแอนติบอดีให้บริสุทธ์ ด้วยวิธี affinity 
chromatography โดยผ่ำน คอลมัน์ protein A sepharose  หลงัจำกนั้นชะเอำส่วนแอนติบอดีดว้ย 0.1 M glycine buffer pH 2.7 
เก็บส่วนแอนติบอดีท่ีไดไ้ปวดัค่ำดูดกลืนแสงท่ี 280 นำโนเมตร และวดัปริมำณโปรตีนดว้ยวิธี bicinchoninic acid assay (BCA 
assay) แลว้น ำส่วนท่ีมีปริมำณโปรตีนสูงรวมกนัน ำไป dialysis ดว้ย บฟัเฟอร์ PBS pH 7.2  น ำไปวดัปริมำณโปรตีนหลงัจำก
รวมแลว้ไดป้ริมำณรวมเป็น 45 มิลลิกรัม และหำปริมำณแอนติบอดี (IgG) รวมไดเ้ป็น 29.6 มิลลิกรัม มีควำมบริสุทธ์ิคิดเป็น
ร้อยละ 66 หลงัจำกนั้นท ำกำรทดสอบประสิทธิภำพของแอนติบอดีท่ีไดโ้ดยวธีิ indirect ELISA 
 
 3.1.3 กำรเตรียมสำรละลำยแขวนลอยอนุภำคทอง (Colloidal Gold) 
 เตรียมไดจ้ำกสำรประกอบ HAuCl4.3H2O โดยหำสดัส่วนและเวลำท่ีเหมำะสมระหวำ่งสำรละลำย HAuCl4.3H2O 
กบัสำรละลำย Sodium citrate จนไดส้ำรละลำย Colloidal Gold เปล่ืยนเป็นสี cherry red  น ำไปสแกนหำค่ำดูดกลืนแสดงท่ีสูง
ท่ีสุด (Maximum Wavelength) คดัเลือกอนุภำคท่ีตอ้งกำร และดูขนำดอนุภำคดว้ยเคร่ือง TEM (Transmission electron 
microscopy) ดงัรูปท่ี 1 
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รูปท่ี 1 แสดงขนำดอนุภำคของ Colloidal Gold ท่ีสงัเครำะห์ไดโ้ดยดูดว้ยเคร่ือง TEM (Transmission electron microscopy)ได้
จำกกำรสงัเครำะห์อนุภำค Colloidal Gold รูป (A) และ (B) ขนำด 10 และ 20 นำโนเมตร ตำมล ำดบั แสดงก ำลงัขยำยภำพ 50, 
20, 10 และ 5 นำโนเมตร ตำมล ำดบัจำกซำ้ยไปขวำ 
 
 3.1.4 ติดฉลำกแอนติบอดีตอ่โพรเจสเทอโรนกบัอนุภำคทอง 
 คดัเลือกหำควำมเขม้ขน้ของแอนติบอดีท่ีเหมำะสมกบัอนุภำคทอง และ ติดฉลำกแอนติบอดีต่อโพรเจสเทอโรนดว้ย
อนุภำคทอง เพื่อใชป้ระกอบบนบริเวณ Conjugate pad น ำแอนติบอดีต่อโพรเจสเทอโรน มำเจือจำงสองเท่ำในน ้ ำปรำศจำก
ไอออนทั้งหมด 10 ควำมเขม้ขน้ ดูดมำปริมำณ 25 ไมโครลิตร เติมสำรละลำย Colloidal gold ขนำด 10 และ 20 นำโนเมตร ท่ี
เตรียมได ้ปริมำณ 25 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขำ้กนัน ำไปบ่มท่ี อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลำ 15 นำที เติม 10% ของสำรละลำยโซเดียม
คลอไรด ์ ปริมำตร 100 ไมโครลิตร สงัเกตุสีท่ีเกิดข้ึน ถำ้สีของสำรละลำยมีกำรเปล่ียนแปลงจำกสีแดงเป็นสีน ้ ำเงินแสดงวำ่
ปริมำณแอนติบอดีท่ีติดกบัอนุภำคทองมีปริมำณนอ้ยไป ควำมเขม้ขน้ท่ีเหมำะสมของแอนติบอดีเม่ือติดกบัอนุภำคทอง จะตอ้ง
เลือกควำมเขม้ขน้ต ่ำสุดท่ีไม่ท ำใหส้ำรละลำยท่ีทดสอบเกิดกำรเปล่ียนแปลงของสี น ำสำรละลำยท่ีไดไ้ปสแกนดูกำร
เปล่ียนแปลงของสี ตั้งแต่ช่วง 500-600 นำโนเมตร ดว้ยเคร่ือง spectrophotometer เลือกควำมเขม้ขน้ต ่ำสุดของแอนติบอดีต่อโพ
รเจสเทอโรน ติดกบัอนุภำคทอง ขนำด 10 และ 20 นำโนเมตร ไดเ้ป็น 31.25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ดงัรูปท่ี 2  น ำแอนติบอดีท่ี
ควำมเขม้ขน้ดงักล่ำวมำเช่ือมติดกบัอนุภำคทอง น ำไปดูภำพกำรติดของ Au กบัแอนติบอดีดว้ยเคร่ือง TEM (Transmission 
electron microscopy) ดงัรูปท่ี 3  
 
 

(A) 

(B) 
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รูปท่ี 2 แสดงสีของสำรละลำย Colloidal gold เม่ือท ำปฏิกิริยำกบัแอนติบอดีในกำรคดัเลือกหำควำมเขม้ขน้ของแอนติบอดีท่ี
เหมำะสมกบัอนุภำคทอง แถว (A) Control  (B) แอนติบอดีต่อโพรเจสเทอโรนท่ีควำมเขม้เขน้ต่ำงๆท ำปฏิกิริยำกบัอนุภำคทอง
ขนำด 10 นำโนเมตร (C) แอนติบอดีต่อโพรเจสเทอโรนท่ีควำมเขม้เขน้ต่ำงๆท ำปฏิกิริยำกบัอนุภำคทองขนำด 20 นำโนเมตร 
  
 

 

 
 
รูปท่ี 3 แสดงอนุภำคของ Colloidal Gold โดยดูดว้ยเคร่ือง TEM (Transmission electron microscopy)  รูป (A) แสดงภำพ 
Colloidal Gold ท่ีไดจ้ำกกำรสงัเครำะห์มีขนำด  20 นำโนเมตร รูป (B) แสดงภำพแอนติบอดีท่ีจ ำเพำะกบัโพรเจสเทอโรน ติด
ฉลำกกบั Colloidal Gold ขนำด 20 นำโนเมตร โดยใชก้ ำลงัขยำยภำพเป็น 50, 20, 10 และ 5 นำโนเมตร ตำมล ำดบัจำกซำ้ยไป
ขวำ 
 
 
 
 
 

(A) 

(B) 

(A) 

(B) 

(C) 
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  3.1.5  เตรียมส่วนประกอบบนแถบทดสอบ 
  เลือกชนิดของเมมเบรนและส่วนประกอบบนแถบทดสอบ เพ่ือหำระบบท่ีเหมำะสมในกำรไหลของ
สำรละลำยท่ีท ำใหเ้กิดปฏิกิริยำท่ีชดัเจน ไม่เร็วเกินไปจนเกิดปฏิกิริยำท่ีไม่ชดัเจน โดยจำกกำรศึกษำขอ้มูลไดค้ดัเลือก
องคป์ระกอบท่ีอยูบ่นแถบทดสอบ (strip test) ไดด้งัน้ี 
  1. บริเวณของ Test line และ Control line ใช ้Membrane AE100 ของ Whatman® 
  2. บริเวณ  Conjugate pad ใชเ้ป็น GF33 ของ Whatman® 
  3. บริเวณ  Sample pad ใชเ้ป็น CF4 ของ Whatman® 
  4. บริเวณ Absorbent pad ใชเ้ป็น CF7 ของ Whatman® 
  โดยบนแผน่ Membrane AE100 บริเวณ Control line จะตรึงดว้ย Goat Anti-Mouse IgG Fc (specific) ควำม
เขม้ขน้ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร บริเวณ Test line เคลือบดว้ยโพรเจสเทอโรนเช่ือมต่อกบั BSA ท่ีเตรียมได ้ ควำมเขม้ขน้ 1 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร บริเวณ Conjugate pad น ำแอนติบอดีต่อโพรเจสเทอโรนท่ีเช่ือมดว้ยอนุภำคทองท่ีเตรียมได ้น ำไปเจือจำง
ท่ี 1:0, 1:1 และ 1:3  ดว้ย 0.01 M PB-T ท่ีมี 3% Sucrose น ำไปเคลือบบน GF33  ปริมำณ 4 ไมโครลิตร น ำส่วนประกอบต่ำงๆ
ประกอบกนั ดงัรูปท่ี 4 เพ่ือทดสอบสีท่ีเกิดข้ึนบนบริเวณ Control line และ Test line เพื่อเลือกระบบท่ีเหมำะสม ผลท่ีไดด้งัรูป
ท่ี 5 พบวำ่แอนติบอดีต่อโพรเจสเทอโรน  31.25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ติดกบัอนุภำคทอง ขนำด 10 และ 20 นำโนเมตร เลือก
ท่ีติดกบัอนุภำคทองขนำด 20 นำโนเมตร อตัรำส่วน 1:1 ปริมำตร 4 ไมโครลิตร เน่ืองจำกใหสี้ของแถบทดสอบบริเวณแถบ
ควบคุมและบริเวณทดสอบชดัเจนและมีปริมำณสีท่ีเท่ำกนัเม่ือสงัเกตดว้ยตำเปล่ำ 
 
 
 

                              
 
รูปท่ี 4  (A) แสดงภำพจ ำลองส่วนประกอบบนแถบทดสอบตน้แบบ  (B) แสดงภำพแถบทดสอบตน้แบบท่ีเตรียมไดโ้ดยมี
องคป์ระกอบตำมท่ีไดท้ ำกำรคดัเลือก 
 
  
 

(A) (B) 
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รูปท่ี 5 แสดงภำพแถบทดสอบตน้แบบท่ีทดสอบสีของแอนติบอดีต่อโพรเจสเทอโรนท่ีเช่ือมดว้ยอนุภำคทองขนำด 10 และ 20 
นำโนเมตร โดยเจือจำงท่ี 1:0, 1:1 และ 1:3  เพ่ือคดัเลือกสีท่ีเกิดข้ึนบนบริเวณ Control line และ Test line ท่ีเหมำะสม 
 
 
3.2 หำสภำวะท่ีเหมำะสมในกำรเตรียมแถบทดสอบ 
 

หำสภำวะท่ีเหมำะสมขององคป์ระกอบของสำรต่ำงๆท่ีบ่งบอกกำรท ำงำนของแถบทดสอบองคป์ระกอบของสำร
ต่ำงๆท่ีอยูบ่นแถบทดสอบไดแ้ก่ 

3.2.1  แอนติบอดีท่ีติดฉลำกอนุภำคทอง อยูบ่นบริเวณ Conjugate pad   
น ำแอนติบอดีต่อโพรเจสเทอโรน  31.25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ติดกบัอนุภำคทอง ขนำด 20 นำโนเมตร(mAb-P4-

Au) มำหำควำมเขม้ขน้ท่ีเหมำะสมโดยเจือจำงดว้ยสำรละลำยฟอสเฟตบฟัเฟอร์ท่ีมีน ้ ำตำลอยูร้่อยละ 3 ดว้ยอตัรำส่วน 1:1  1:2  
1:4  และ 1:5 ปริมำตร 4 ไมโครลิตรต่อ 1 แถบทดสอบ(10 ไมโครลิตรต่อ 1 เซนติเมตร) และท ำกำรศึกษำผลของขนำดควำม
กวำ้งของเสน้ทดสอบและเสน้ควบคุม ดงัรูปท่ี 6 โดยรูป (A) และ (B) ตรึง IgG Fc (specific) บนเสน้  Control line และ 
P3cmo-BSA บนเสน้ Test line ดว้ยกระจกสไลด ์ปริมำตร 0.4 ไมโครลิตรต่อ 1 แถบทดสอบ ( 1ไมโครลิตรต่อ 1 เซนติเมตร) 
และดว้ยแผน่ปิดกระจกสไลด ์ปริมำตร 0.2 ไมโครลิตรต่อ 1 แถบทดสอบ ( 0.5 ไมโครลิตรต่อ 1 เซนติเมตร) ตำมล ำดบั พบวำ่ 
แถบทดสอบท่ีใช ้ mAb-P4-Au อตัรำส่วน 1:1 จะใหสี้บนเสน้ทดสอบและเสน้ควบคุมชดัเจนและสีใกลเ้คียงกนัท่ีสุด โดยรูป
(B) จะมีเสน้ท่ีมีควำมกวำ้งนอ้ยกวำ่ท ำใหส้ำมำรถดูควำมแตกต่ำงไดดี้กวำ่ถำ้น ำไปทดสอบกบัตวัอยำ่งท่ีมีแอนติเจนในปริมำณ
นอ้ยๆแต่เน่ืองจำกวสัดุท่ีใชป๊ั้มแอนติเจนและแอนติบอดีตรึงลงบนเมมเบรนเป็นแผน่ปิดกระจกสไลดซ่ึ์งมีขนำดบำงมำกท ำให้
อุปกรณ์ดงักล่ำวจึงยงัไม่สะดวกท่ีจะใชง้ำนต่อ 
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รูปท่ี 6 แสดงภำพแถบทดสอบตน้แบบท่ีทดสอบสีของแอนติบอดีต่อโพรเจสเทอโรนท่ีเช่ือมดว้ยอนุภำคทองขนำด 20 นำโน
เมตร โดยเจือจำงท่ี 1:1, 1:2, 1:4  และ 1:5  โดยป๊ัมแถบเสน้  Control line และ Test line ดว้ยกระจกสไลด ์ และแผน่ปิด
กระจกสไลดด์งัรูปภำพ (A) และ (B) ตำมล ำดบั เพ่ือคดัเลือกขนำดของแถบสีท่ีเกิดข้ึนบนบริเวณ Control line และ Test line ท่ี
เหมำะสม 
 
 3.2.2  แอนติเจนท่ีเช่ือมติดกบัโปรตีนพำหะตรึง อยูบ่นบริเวณ test line 
 เม่ือตรึงแอนติเจน P3cmo-BSA หรือ  P3cmo-OVA บน test line ท่ีควำมเขม้ขน้ 1 และ 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และ
อตัรำกำรเจือจำงของ mAb-P4-Au  บนบริเวณ Conjugate pad เป็น 1:1 และ 1:2 เพื่อหำควำมเขม้ขน้ของแอนติเจนท่ีตรึงบน 
test line และอตัรำกำรเจือจำง mAb-P4-Au ท่ีเหมำะสมไดแ้ถบสีดงัรูปท่ี 7 พบวำ่แอนติเจนท่ีเหมำะสมคือ P3cmo-BSA ควำม
เขม้ขน้ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดย mAb-P4-Au เจือจำงท่ี 1:1 จะไดแ้ถบสีท่ีชดัเจนทั้งบริเวณ Test line และ Control line โดย
สีทั้งสองเสน้จะมีควำมเขม้ท่ีใกลเ้คียงกนัเม่ือสงัเกตดว้ยตำ 
 

(A) 

(B) 
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รูปท่ี 7 แสดงภำพแถบทดสอบตน้แบบท่ีศึกษำปริมำณแอนติเจนท่ีเช่ือมติดกบัโปรตีนพำหะท่ีตรึงอยูบ่นบริเวณ test line และ
กำรเจือจำง 
 
 3.2.3 หำปริมำณของ Goat Anti-Mouse IgG Fc (specific) ตรึงอยูบ่นบริเวณ control line 
 เม่ือท ำกำรศึกษำปริมำณควำมเขม้ขน้ของแอนติบอดี IgG ท่ีจ ำเพำะบริเวณปลำย FC ของแอนติบอดี (Goat Anti-
Mouse IgG Fc specific) โดยตรึงบนแถบ Control line ท่ีควำมเขม้ขน้ต่ำงๆไดแ้ก่ 1, 0.5, 0.25 และ 0.125 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
โดยบริเวณ Test line ตรึงแอนติเจน P3cmo-BSA 1  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมำณ 0.2 ไมโครลิตร ต่อแถบทดสอบ และ 
บริเวณ Conjugate pad ใช ้mAb-P4-Au เจือจำง 1:1 พบวำ่เม่ือเติมบฟัเฟอร์ PB-T 150 ไมโครลิตร ลงไปบริเวณ Sample pad 
แถบสีของ Control line และ Test line จะมีสีชดัเจนและใกลเ้คียงกนัเม่ือสงัเกตดว้ยสำยตำเม่ือใช ้Goat anti-mouse แอนติบอดี
ท่ีควำมเขม้ขน้ 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ดงัรูปท่ี 8 
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รูปท่ี 8 แสดงภำพแถบทดสอบตน้แบบท่ีแปรปริมำณควำมเขม้ขน้ของแอนติบอดี IgG specific FC ท่ีตรึงบนเสน้ Control line 
 

3.2.4 กำรหำปริมำตรของ mAb-P4-Au ท่ีเติมลงบนบริเวณ Conjugate pad  
น ำสภำวะท่ีไดจ้ำกขอ้ 3.2.1-3.2.3 มำหำปริมำตรของ mAb-P4-Au โดยไม่เจือจำง แปรปริมำตรท่ีใชเ้ป็น 4, 3, 2, 1.5, 

1 และ 0.5 ไมโครลิตร ผลท่ีไดเ้ป็นดงัรูปท่ี 9 พบวำ่เม่ือใช ้ mAb-P4-Au ปริมำตร 2 ไมโครลิตร ก็ใหแ้ถบสีท่ีจดัเจนและ
สม ่ำเสมอกนัใกลเ้คียงกบัใช ้ปริมำตร 4 ไมโครลิตร ดงันั้นจึงเลือกท่ีปริมำตร 2 ไมโครลิตร 
 
 

 
รูปท่ี 9 แสดงภำพแถบทดสอบตน้แบบท่ีศึกษำปริมำตรของ mAb-P4-Au ท่ีเติมลงบนบริเวณ Conjugate pad 
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3.2.5  ทดสอบอุปกรณ์ท่ีใชส้ ำหรับตรึงแอนติเจนและแอนติบอดีบนแถบทดสอบท่ีเหมำะสม 
น ำสภำวะท่ีเลือกไดคื้อ บริเวณท่ีเกิดสีของแถบทดสอบใช ้Membrane AE100 บริเวณ Control line จะตรึงดว้ย Goat 

Anti-Mouse IgG Fc (specific) ควำมเขม้ขน้ 0.5  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร บริเวณ Test line ตรึงดว้ยโพรเจสเทอโรนเช่ือมต่อกบั 
BSA ท่ีเตรียมได ้ ควำมเขม้ขน้ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมำตร 0.2 ไมโครลิตรต่อแถบทดสอบ(0.5 ไมโครลิตรต่อ1 
เซนติเมตร) บริเวณ Conjugate pad น ำแอนติบอดีต่อโพรเจสเทอโรน 31.25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ท่ีเช่ือมดว้ยอนุภำคทอง 
ขนำด 20 นำโนโมตร (mAb-P4-Au )น ำไปเคลือบบน GF33  ปริมำณ 2 ไมโครลิตร น ำส่วนประกอบต่ำงๆประกอบกนัดงัรูปท่ี 
10 เพื่อทดสอบอุปกรณ์ท่ีใชส้ ำหรับขีดเสน้ Control line และ Test line เพ่ือตรึง แอนติบอดีและแอนติเจน ไดอ้ยำ่งเหมำะสมให้
เสน้ชดัเจนและดูดว้ยตำเปล่ำไดง่้ำย โดยอุปกรณ์ท่ีใชต้รึงไดแ้ก่ กระจกสไลด ์  ปำกกำหมึกซึม  และเคร่ือง Dispense 
workstation รุ้น BD-XYZ3000 ยีห่อ้Biodot  
 

 
รูปท่ี 10 แสดงส่วนประกอบ  ปริมำณแอนตอเจนและแอนติบอดี ท่ีตรึงบนแถบทดสอบ และปริมำตรของแอนติบอดีท่ีติด
ฉลำกกบัอนุภำคทองท่ีเหมำะสมในกำรเตรียมแถบทดสอบตน้แบบส ำหรับตรวจหำปริมำณโพรเจสเทอโรนในน ้ ำนม 
 

เม่ือใชก้ระจกสไลดเ์ป็นอปุกรณ์ส ำหรับตรึงแอนติเจนและแอนติบอดีบนแถบทดสอบ โดยเติมสำรละลำยบฟัเฟอร์ท่ี
มีโพรเจสเทอโรน P4 ควำมเขม้ขน้ 1x105, 1x104, 1x103, 5x102, 2.5 x102, 1.25 x102, 62.5, 31.25, 15.625, 7.8125, 3.9 และ 0 
นำโนกรัมต่อมิลลิลิตรพบวำ่บริเวณ Test line สีของแถบจำงลงท่ีควำมเขม้ขน้ 3.9 นำโนกรัมต่อมิลลิลิตร เม่ือเทียบกบัท่ีไม่เติม 
P4 (Control) ดงัรูปท่ี 11 แต่เน่ืองจำกแถบสีมีขนำดใหญ่และปริมำณโพรเจสเทอโรน P4 ท่ีตอ้งกำรตรวจสอบมีปริมำณนอ้ยจึง
ท ำใหเ้ม่ือมองดว้ยตำเปล่ำจะมีแตกต่ำงกนัอยำ่งไม่ชดัเจน 
 



18 
 

 
 
รูปท่ี 11 แสดงแถบสีของแถบทดสอบเม่ือเติมสำรละลำยบฟัเฟอร์ท่ีเติม โพรเจสเทอโรน P4 ท่ีควำมเขม้ขน้ต่ำงๆโดยใช้
อุปกรณ์ท่ีใชส้ ำหรับตรึงแอนติเจนและแอนติบอดีเป็นกระจกสไลด์ 
 
 เม่ือใชป้ำกกำหมึกซึมเป็นอุปกรณ์ส ำหรับตรึงแอนติเจนและแอนติบอดีบนแถบทดสอบ โดยทดสอบกบัสำรละลำย
มำตรฐำนโพรเจสเทอโรน P3cmo และ P4  ท่ีควำมเขม้ขน้ 1x103, 2x102, 40, 8, 4 และ 1 นำโนกรัมต่อมิลลิลิตร พบวำ่ช่วงท่ี
เห็นควำมแตกต่ำงของเส้น Test line เม่ือทดสอบกบัสำรละลำยมำตรฐำนโพรเจสเทอโรน P3cmo และ P4 เป็น 40-1000 และ 
200-1000 นำโนกรัมต่อมิลลิลิตร ตำมล ำดบั ดงัรูปท่ี 12  ซ่ึงส ำหรับ สำรมำตรฐำน P4 ยงัเป็นช่วงท่ีสูงอยู่ เม่ือเทียบกบัแถบ
ทดสอบท่ีใชก้ระจกสไลด์เป็นอุปกรณ์ช่วยตรึง อำจเน่ืองมำจำกปำกกำหมึกซึมท่ีใชช่้วยตรึงแอนติเจนและแอนติบอดีลงบน
แถบทดสอบนั้นไม่สำมำรถควบคุมปริมำณไดจึ้งท ำให้ปริมำณของแอนติเจนและแอนติบอดีท่ีตรึงบนแถบทดสอบมีปริมำณ
มำกเกินกวำ่ 0.2 ไมโครลิตรต่อแถบทดสอบ ท ำให้แถบสีท่ีไดเ้ขม้กวำ่แถบทดสอบท่ีใชก้ระจกสไลด์ช่วยตรึงเม่ือทดสอบกบั
สำรอิสระควำมเขม้ขน้ท่ีเท่ำกนั ดงันั้นจึงไดป้รับปริมำตรและควำมเขม้ขน้ของ mAb-P4-Au ให้นอ้ยลงแลว้น ำไปทดสอบกบั
สำรละลำยมำตรฐำน P4 ท่ีควำมเขม้ขน้ 125 นำโนกรัมต่อมิลลิลิตรเทียบ กบัสำรละลำยท่ีไม่เติมสำรอิสระโพรเจสเทอโรน  
จำกรูปท่ี 13 จะพบว่ำเม่ือท ำกำรเปรียบเทียบกบัแถบทดสอบท่ีใชว้สัดุช่วยตรึงเป็นกระจกสไลด์ รูป 13 (A) ซ่ึงจะทรำบ
ปริมำตรของแอนติเจนและแอนติบอดีท่ีตรึงอยูบ่นแถบคือ 0.3 และ 0.2 ไมโครลิตรต่อแถบทดสอบ โดยใช ้mAb-P4-Au ท่ีไม่
เจือจำงปริมำตร 2 ไมโครลิตร จะให้แถบสีบริเวณ Test line จำงลงเม่ือเติมสำรละลำย P4 ท่ีควำมเขม้ขน้ 125 นำโนกรัมต่อ
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มิลลิลิตร เม่ือเทียบกบัรูป 13 (B) ซ่ึงใชว้สัดุช่วยตรึงเป็นปำกกำหมึกซึม ตอ้งท ำกำรเจือจำง mAb-P4-Au เป็น 1:8 จึงจะท ำให้
แถบสีบริเวณ Test line จำงหำยไปเม่ือเทียบกบัแถบทดสอบท่ีไม่ไดเ้ติมสำรละลำยในรูปอิสระ 
 

 
 
รูปท่ี 12 แสดงแถบสีของแถบทดสอบเม่ือเติมสำรละลำยบฟัเฟอร์ท่ีเติม โพรเจสเทอโรน P3cmo และ P4 ท่ีควำมเขม้ขน้ต่ำงๆ
โดยใชอุ้ปกรณ์ท่ีใชส้ ำหรับตรึงแอนติเจนและแอนติบอดีเป็นปำกกำหมึกซึม 
 

 
รูปท่ี 13 แสดงกำรเปรียบเทียบกำรเกิดแถบสีเม่ือทดสอบกบัสำรละลำยท่ีมีโพรเจสเทอโรน P4อิสระกบัไม่มี เทียบ ระหวำ่ง รูป 
(A) แถบทดสอบท่ีใชก้ระจกสไลดแ์ละรูป (B) ใชป้ำกกำหมึกซึมเป็นวสัดุช่วยตรึงแอนติเจนและแอนติบอดีบนแถบทดสอบ 

(A) 

(B) 
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เม่ือใชอุ้ปกรณ์ท่ีช่วยตรึงแอนติเจนและแอนติบอดีเป็นเคร่ือง Dispense workstation รุ้น BD-XYZ3000 ยีห่อ้Biodot  
ดงัรูปท่ี 14 (A) โดยพบวำ่เม่ือน ำแถบทดสอบท่ีไดไ้ปทดสอบกบัสำรละลำยมำตรฐำน โพรเจสเทอโรน P4 ท่ีควำมเขม้ขน้ 125, 
31.25, 15.625, 7.8125, 3.9 และ 1.953  นำโนกรัมต่อมิลลิลิตร ผลท่ีไดคื้อสีของเส้นทดสอบจะเร่ิมจำงลงเม่ือทดสอบกบั
สำรละลำยท่ีมี P4 ปริมำณ 3.9 นำโนกรัมต่อมิลลิลิตร โดยแถบสีจะจำงหำยไปเกือบหมดท่ี ปริมำณ 125 นำโนกรัมต่อมิลลิลิตร 
 

 
 

รูปท่ี 14 (A) แสดงรูปเคร่ืองมือ Dispense workstation รุ้น BD-XYZ3000 ยีห่อ้Biodot ท่ีช่วยตรึงแอนติเจนและแอนติบอดีบน
แถบทดสอบ (B) แสดงแถบสีของเสน้ทดสอบท่ีไดเ้ม่ือทดสอบกบัสำรละลำยโพรเจสเทอโรน P4 ท่ีควำมเขม้ขน้ต่ำงๆ 

 
 
 
 
 
 

(A) 

(B) 
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4. สรุปและอภิปรายผลการทดลอง (Discussion) 
 เม่ือท ำกำรพัฒนำแถบทดสอบต้นแบบเพื่อใช้ตรวจหำปริมำณฮอร์โมนโพรเจสเทอโรน โดยใช้หลักกำร  
Immunochromatographic Assay test strip (ICA) เป็นรูปแบบ Competitive inhibition โดยเยือ่เลือกผำ่นท่ีใชมี้ 4 ส่วนไดแ้ก่ (1) 
ส่วนบริเวณ Absorbance pad ซ่ึงเป็นส่วนดูดซบัตวัอยำ่งส่วนเกินใชเ้ป็น  CF7 ของ Whatman® (2) ส่วนบริเวณ Reaction pad 
เป็นส่วนท่ีเกิดกำรจบัของแอนติเจนกบัแอนติบอดีใชเ้ป็น  Membrane AE100 ของ Whatman®  ประกอบดว้ยบริเวณของ 
Control line ตรึงดว้ย Goat Anti-Mouse IgG Fc (specific) และ Test line ตรึงดว้ยโพรเจสเทอโรนเช่ือมต่อกบั BSA ควำม
เขม้ขน้ 0.5 และ 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตำมล ำดบั โดยใชป้ริมำตร 0.2 ไมโครลิตรต่อแถบทดสอบหรือ 0.5 ไมโครลิตรต่อ
ควำมกวำ้ง 1 เซนติเมตร (3) บริเวณ  Conjugate pad ใช ้แอนติบอดีต่อโพรเจสเทอโรน 31.25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ติดกบั
อนุภำคทอง ขนำด 20 นำโนเมตร ปริมำตร 2 ไมโครลิตร  เคลือบบน GF33 ของ Whatman® จะให้สีท่ีชดัเจนไม่หนำแน่น
เกินไปและได้แถบสีของเส้นบน Reaction pad  ท่ีใกลเ้คียงกนั เม่ือท ำกำรศึกษำวสัดุอุปกรณ์ท่ีใช้ช่วยตรึงแอนติเจนและ
แอนติบอดีบนแถบทดสอบพบวำ่ กระจกสไลด์จะท ำให้แถบสีท่ีไดมี้ขนำดใหญ่เม่ือน ำแถบทดสอบท่ีเตรียมไดไ้ปทดสอบกบั
สำรละลำยมำตรฐำน P4 สีของเส้นทดสอบจะจำงลงท่ีควำมเขม้ขน้ 3.9 นำโนกรัมต่อมิลลิลิตรเม่ือเทียบกบัตวัควบคุมแต่
เน่ืองจำกแถบสีท่ีเกิดข้ึนมีขนำดใหญ่จึงท ำให้เม่ือดูดว้ยสำยตำจะเห็นควำมต่ำงไม่ชดัเจนจึงไม่เหมำะกบักำรทดสอบกบัสำร
ปริมำณนอ้ยๆ แต่สำมำรถใชส้ ำหรับหำสภำวะท่ีเหมำะสมก่อนน ำไปผลิตแถบทดสอบในปริมำณมำกดว้ยเคร่ืองมือ Dispense 
workstation ได้ ส ำหรับวสัดุท่ีเป็นปำกกำหมึกซึมจะช่วยให้เส้นทดสอบมีขนำดเล็กแต่ไม่สำมำรถควบคุมปริมำตรของ
แอนติเจนและแอนติบอดีท่ีตรึงลงบนแถบทดสอบท ำให้มีปริมำณเยอะเกินมีผลให้เม่ือท ำกำรทดสอบแบบ Competitive 
immunoassay แถบทดสอบท่ีเตรียมไดจึ้งสำมำรถตรวจหำโพรเจสเทอโรน P4 ไดท่ี้ควำมเขม้ขน้สูงเป็น 125  นำโนกรัมต่อ
มิลลิลิตร เม่ือน ำสภำวะท่ีเหมำะสมของแถบทดสอบท่ีศึกษำไดไ้ปเตรียมแถบทดสอบในปริมำณมำกดว้ยเคร่ืองมือ  Dispense 
workstation พบวำ่สีของเสน้ทดสอบจะจำงลงเม่ือทดสอบกบัสำรละลำยมำตรฐำนโพรเจสเทอโรน P4 ควำมเขม้ขน้ 3.9  นำโน
กรัมต่อมิลลิลิตร ดงันั้นแถบทดสอบตน้แบบท่ีเตรียมไดจึ้งสำมำรถน ำไปทดสอบกำรใชง้ำนในกำรตรวจระดบัฮอร์โมนโพ
รเจสเทอโรนจำกตวัอยำ่งน ้ ำนมโคได ้ต่อไป 
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มหาวทิยาลยั ปริญญา สาขาวชิา ปีทีไ่ด้รับ พ.ศ. 
จุฬำลงกรณ์มหำวทิยำลยั 

มหำวทิยำลยัเทคโนโลยรีำชมงคล 
ปริญญำโท 
ปริญญำตรี 

เทคโนโลยชีีวภำพ 
เทคโนโลยชีีวภำพ 

2549 
2542 

 
1.6 สาขาวชิาการทีม่คีวามช านาญพเิศษ 

กำรเพำะเล้ียงเซลล ์กำรผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี กำรพฒันำชุดตรวจแบบ ELISA กำรพฒันำชุดตรวจโดยใช้
หลกักำร Immunochromatographic strip assay 
      

1.7 ประสบการณ์ทีเ่กีย่วข้องกบัการบริหารงานวจิยัทั้งภายในและภายนอกประเทศ   
               1.7.1  ผูอ้  ำนวยกำรแผนงำนวจิยั : ไม่มี 
               1.7.2  หวัหนำ้โครงกำรวจิยั : ไม่มี 
               1.7.3  งำนวจิยัท่ีท ำเสร็จแลว้ (ระบุแหล่งพิมพแ์ละปีท่ีพิมพ)์  
  ผลงำนวจิยัท่ีพิมพเ์ผยแพร่ในวำรสำรวชิำกำรระดบันำนำชำติ 
  Pimpitak, U., Puthong, S., Komolphis, K., Petsom, A., and Palaga, T. (2009).Development of a monoclonal 
antibody-based enzyme-linked immunosorbent assay for detection of the furaltadone metabolite, AMOZ, in fortified shrimps 
samples. Food Chemistry.116: 785-791.  
  Wongtangprasert, T., Natakuathung, W., Pimpitak, U., Buakeaw, A., Palaga, T., Komolpis, K. and 
Khongchareonporn, N. (2014). Production of a monoclonal antibody against oxytetracycline and its application for oxytetracycline 
residue detection in shrimp. Journal of Zhejiang University-SCIENCE B (Biomedicine & Biotechnology). 15(2) : 165 – 172 (แหล่ง
ทุน ส ำนกังำนคณะกรรมกำรวจิยัแห่งชำติ) 
  ผลงำนวจิยัท่ีเสนอในกำรประชุมวชิำกำรระดบัชำติและนำนำชำติ 

mailto:umaporn.p@chula.ac.th
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  Sangdokmai, A., Pimpitak, U., Buakeaw, A., Palaga, T., and Komolpis, K. (2011).Production and 
Characterization of Monoclonal Antibodies Against Aflatoxin M1. 2011 International Conference on Environmental, Biomedical and 
Biotechnology IPCBEE. 16. IACSIT Press, Singapore. 
  Tesvichian, S., Komolpis, K., Khongchareonporn, N., Puthong, S., Pimpitak, U., and Buakeaw, A. Development 
of Tetracycline Test Kit Using Enzyme-Linked Immunosorbent Assay Technique. (2010). The3rd Technology and Innovation for 
Sustainable Development International Conference. (TISD2010). Faculty of Engineering, Khon Kaen University, Thailand, 4 – 6 
March 2010. 
  โครงกำรวจิยัท่ีท ำเสร็จแลว้ 
  1) กำรพฒันำแถบทดสอบส ำหรับตรวจสำรฟลูออโรคิวโนโลนในผลิตภณั์อ์ำหำร 
  (แหล่งทุน–โครงกำรมหำวทิยำลยัวิจยัแห่งชำติคลสัเตอร์วิจยัวสัดุขั้นสูง(Project954-1023)ส ำนกังำนคณะกรรมกำร
อุดมศึกษำแห่งชำติ) 
  2)โครงกำร “กำรพฒันำชุดตรวจวเิครำะห์โพรเจสเทอโรนในน ้ ำนมโคดว้ยวธีิเอนไซมลิ์งคอิ์มมูโนซอร์เบนท ์
แอสเสย”์ (แหล่งทุน – งบประมำณแผน่ดิน) ปี 55-56 (ผูร่้วมโครงกำร) 
  3) โครงกำร “กำรผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ 3-อะมิโน-2-ออกซำโซลิดิโนน” 
(แหล่งทุน – งบประมำณแผน่ดิน) ปี 56-57 (หวัหนำ้โครงกำร) 
  4) โครงกำร “กำรผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อเซมิคำร์บำไซด”์ 
(แหล่งทุน – งบประมำณแผน่ดิน) ปี 56-57 (ผูร่้วมโครงกำร) 
  โครงกำรวจิยัท่ีด ำเนินกำรอยู ่
  โครงกำร กำรพฒันำแถบทดสอบส ำเร็จรูปส ำหรับตรวจติดตำมระดบัฮอร์โมนโพรเจสเทอโรนในน ้ ำนมโค (80%) 
(แหล่งทุน – งบประมำณแผน่ดิน) ปี 57-58 (หวัหนำ้โครงกำร)  
              
2. ผู้ร่วมโครงการคนที ่1 

       2.1  ช่ือ-สกลุ นำงทรงจนัทร์   ภู่ทอง 

 Mrs.Songchan  Puthong 

      2.2 เลขทีป่ระจ าตวัประชาชน   3 2001 01339 43 0 
     2.3 ต าแหน่งทางวชิาการ นกัวจิยั ระดบั ช ำนำญกำรพิเศษ 
     2.4 หน่วยงาน สถำบนัเทคโนโลยชีีวภำพและวศิวกรรมพนัธุศำสตร์ จุฬำลงกรณ์มหำวทิยำลยั 
 อำคำรสถำบนั 3 เขตปทุมวนั กรุงเทพฯ 10330 
           โทรศัพท์ 02-218-8076  โทรสาร  02-253-3543 
           E-mail songchan.p@chula.ac.th 
 
 
 
     2.5 ประวตักิารศึกษา 

mailto:songchan.p@chula.ac.th


25 
 

มหาวทิยาลยั ปริญญา สาขาวชิา ปีทีไ่ด้รับ พ.ศ. 
จุฬำลงกรณ์มหำวทิยำลยั วทิยำศำสตรมหำบณั์ิต เทคโนโลยชีีวภำพ 2539 

มหำวทิยำลยับูรพำ วทิยำศำสตรบณั์ิต ชีววทิยำ 2529 
 
     2.6 สาขาวชิาการทีม่คีวามช านาญพเิศษ 

กำรเพำะเล้ียงเซลลม์ะเร็ง  
กำรเตรียมและผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี  
กำรทดสอบฤทธ์ิของสำรสมุนไพรในกำรยงัย ั้งเซลลม์ะเร็ง 

     2.7 ประสบการณ์ทีเ่กีย่วข้องกบัการบริหารงานวจิยัทั้งภายในและภายนอกประเทศ   
               2.7.1  ผูอ้  ำนวยกำรแผนงำนวจิยั : ไม่มี 
               2.7.2  หัวหนำ้โครงกำรวิจยั : ทดสอบฤทธ์ิของโมโนโคลนอลแอนติบอดีในกำรท ำลำยเซลลม์ะเร็งตบัโดยกำรตรวจ
ดว้ยวธีิ MTT Colorimetric Assay 
               2.7.3 งำนวจิยัท่ีท ำเสร็จแลว้ (ระบุแหล่งพิมพแ์ละปีท่ีพิมพ)์ 

1. Roengsumran, S., Petsom, A., Kuptiyanuwat, N., Nilaivan, T., Ngamrojnavanich, N., Chaichantipyuth, C. and 
Puthong, S. (2001)  Cytotoxic labdane diterpenoids from Croton oblongifolius.  Phytochemistry  56: 103 – 107. 

2. Chaichantipyuth, C., Tiyaworanon, S., Mekaroonreung, S., Ngamrojnavanich, N., Roengsumran, S., Puthong, 
S., Petsom, A. and Ishikawa, T. (2001)  Oxidized heptenes from flowers of Melodorum fruticosum.  Phytochemistry  58: 
1311 – 1315. 

3. Roengsumran, S., Musikul, K., Petsom, A., Vilaivan, T., Sangvanich, P., Pornpakakul, S., Puthong, S., 
Chaichantipyuth, C., Jaiboon, N., Chaichit, N. (2002) Croblonhifolin, a new anticancer Clerodane from Croton 
oblongifolius.  Planta Medica  68: 274 – 277. 

4. Ngamrojnavanich, N., Tonsiengsom, S., Lertpratchya, P., Roengsumran, S., Puthong, S., and Petsom, A. 
(2003) Diterpenoids from the Stem Barks of Croton robustus. Archives of Pharmacal Research 26(11): 898 – 901. 

5. Roengsumran, S., Pornpakakul, S., Muangsin, N., Sangvanich, P., Nhujak, T., Singtothong, P., Chaichit, N., 
Puthong, S., Petsom, A. (2004) New Halimane Diterpenoids from Croton oblongifolius. Planta Med 70:1 - 3. 
 6. Chaichantipyuth , C., Taweechotipatr, P., Petsom, A., Puthong, S., Roengsumran,S., Watanabe, T. and 
Ishikawa, T. Chemical constituents of Croton Oblongifolis. เอกสำร  Proceeding ของ JSPS-NRCT. 
 7. Tungpradabkul, S., Sandee, D., Puthong, S. and Laohathai, K. (2005) Construction of scFv derived from a 
tumor-associated monoclonal antibody having tumorical activity on human hepatocellular carcinoma. Molecular 
Immunology 42: 713 – 719. 
 8. Chaichatipyuth, C., Petsom, A., Taweechotipatr, P., Muangsin, N., Chaichit, N. Puthong, S., Roengsumran, S., 
Kawahata, M., Watanabe, T. and Ishikawa, T.(2005) New labdane-type diterpenoids from Croton oblongifolius and their 
 cytotoxic activity. HETEROCYCLES 65(4): 809 – 822. 
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 9. Pornpakakul, S., Liangsakul, J., Ngamrojanavanich, N., Roengsumran, S., Sihanonth, P., Piapukiew, J., 
Sangvichien, E., Puthong, S. and Petsom, A. (2006) Cytotoxic Activity of Four Xanthones from Emericella variecolor an 
Endophytic Fungus Isolated from Croton oblongifolius. Archives of Pharmacal Research 29(2): 140 – 144. 
 10. Mattanavee, W., Suwantong, O., Puthong, S., Bunaprasert, T., Hoven, P.V. and Supaphol, P. (2009) 
Immobilization of Biomolecules on the Surface of Electrospun Polycaprolactone Fibrous Scaffolds for Tissue Engineering. 
ACS APPLIED Materials & Interfaces 1(5): 1076 – 1085. 
 11. Pimpitak, U., Puthong, S., Komolpis, K., Petsom, A. and Palaga, T. (2009) Development of a monoclonal 
antibody-based enzymed-linked immunosorbent assay for detection of the furaltadone metabolite, AMOZ, in fortified shrimp. 
Food Chemistry 116: 785 – 791. 
 12. Puthong, S., Rojpibulstit, P. and Buakeaw, A. (2009) Cytotoxic Effect of Hep88 mAb: A Novel Monoclonal 
Antibody Against Hepatocellular Carcinoma. Thammasat Int. J. Sc. Tech. 14(1): 95 – 104. 
 13. Umthong, S., Puthong, S. and Chanchao, C. (2009) Trigona laeviceps Propolis from Thailand : Antimicrobial, 
Antiproliferative and Cytotoxic Activities. The American Journal of Chinese Medicine. 37(5): 855 – 865. 
 14. Roengsumran, S., Pata, P., Ruengraweewat, N., Tummatorn, J., Pornpakakul, S.,Sangvanich, P., Puthong, S. 
and Petsom, A. (2009) New Cleistanthane Diterpenoids and 3,4-seco-Cleistanthane Diterpenoids from Croton cblongifolius. 
Chemistry of Natural Compounds. 45(5): 641 – 646. 
 15. Komolpis, K., Udomchokmongkol, C., Puthong, S. and Palaga, T. (2010) Comparative production of a 
monoclonal antibody specific for enrofloxacin in a stirred-tank bioreactor. Journal of Industrial and Engineering Chemistry. 
16: 567 – 571. 
              1.7.4 งำนวจิยัท่ีก ำลงัท ำ  
 1. กำรพฒันำชุดตรวจดว้ยวธีิเอนไซมลิ์งคอิ์มมูโนซอร์เบนทเ์อสเสยข์องอนุพนัธ์ของสำรไนโตรฟูแรน: อะ
มิโนไฮแดนโทอิน 
 2. กำรพฒันำแถบทดสอบส ำเร็จรูปส ำหรับกำรตรวจสำรกลุ่มฟลูออโรคิวโนโลนในผลิตภณั์อ์ำหำร 
 3. กำรพฒันำชุดตรวจวเิครำะห์โพรเจสเทอโรนในน ้ ำนมโคดว้ยวธีิเอนไซมลิ์งคอิ์มมิวโนซอร์เบนตแ์อสเสย ์
 
3. ผู้ร่วมโครงการคนที ่2 
     3.1  ช่ือ-สกลุ   นำยกิตตินนัท ์ โกมลภิส 

Mr. Kittinan Komolpis  

     3.2 เลขทีป่ระจ าตวัประชาชน   3 1012 03241 97 0  
     3.3 ต าแหน่งทางวชิาการ อำจำรย ์
     3.4 หน่วยงาน สถำบนัเทคโนโลยชีีวภำพและวศิวกรรมพนัธุศำสตร์ 
 จุฬำลงกรณ์มหำวทิยำลยั 
 อำคำรสถำบนั 3 เขตปทุมวนั กรุงเทพฯ 10330 
           โทรศัพท์ 02-218-8078  โทรสาร  02-253-3543 
             E-mail kittinan.k@chula.ac.th 

mailto:kittinan.k@chula.ac.th
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     3.5 ประวตักิารศึกษา 

มหาวทิยาลยั ปริญญา สาขาวชิา ปีทีไ่ด้รับ พ.ศ. 
University of Michigan  สหรัฐอเมริกำ ปริญญำเอก Chemical Engineering 2545 
University of Michigan  สหรัฐอเมริกำ 

จุฬำลงกรณ์มหำวทิยำลยั 
จุฬำลงกรณ์มหำวทิยำลยั 

ปริญญำโท 
ปริญญำโท 
ปริญญำตรี 

Chemical Engineering 
ชีวเคมี 
ชีวเคมี 

2539 
2535 
2532 

 
     3.6 สาขาวชิาการทีม่คีวามช านาญพเิศษ 

เทคโนโลยชีีวภำพ กำรผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี กำรเตรียมชุดตรวจ ELISA และกำรทดสอบประสิทธิภำพชุด
ตรวจ 
     3.7 ประสบการณ์ทีเ่กีย่วข้องกบัการบริหารงานวจิยัทั้งภายในและภายนอกประเทศ   
               3.7.1  ผูอ้  ำนวยกำรแผนงำนวจิยั : ไม่มี 
               3.7.2  หวัหนำ้โครงกำรวจิยั : กำรผลิตกรดมะนำวโดยยสีตต์รึงควบคู่กบักำรแยกผลิตภณั์ด์ว้ยเรซินแลกเปล่ียนไออน 
(ไดรั้บกำรสนบัสนุนจำกกระทรวงวิทยำศำสตร์และเทคโนโลยี และส ำนกังำนพฒันำวิทยำศำสตร์และเทคโนโลยีแห่งชำติ ปี
พ.ศ. 2549) 
กำรสกัดและท ำให้บริสุทธ์ิของเจละตินจำกเศษหนังสัตว์ใหญ่ท่ียงัไม่ผ่ำนกำรฟอกโดยใช้อัลคำไลน์โปรตีเอส (ได้รับ
ทุนอุดหนุนงบประมำณแผน่ดิน ปีพ.ศ. 2548 และ 2549) 
กำรพฒันำชุดตรวจสอบสำรเคลนบูเทอรอล ซลับิวตำมอล นอร์ฟลอกซำซิน และเอนโรฟลอกซำซินดว้ยวิธี Enzyme-linked 
Immunosorbent Assay (ELISA) และ Immunochromatographic Assay (ไดรั้บทุดอุดหนุนจำกส ำนกังำนคณะกรรมกำรวิจยั
แห่งชำติ ปีพ.ศ. 2549-2551) 
กำรพฒันำชุดตรวจดว้ยวิธีเอนไซมลิ์งคอิ์มมูโนซอร์เบนท์เอสเสยข์องอนุพนัธ์ของสำรไนโตรฟูแรน : 3-อะมิโน-2-ออกซำโซ
ลิดิโนน และ 3-อะมิโน-5-มอร์ฟอลิโนเมทิล-2-ออกซำโซลิดิโนน (ไดรั้บทุนอุดหนุนงบประมำณแผน่ดิน ปีพ.ศ. 2550-2552) 
               3.7.3 งำนวจิยัท่ีท ำเสร็จแลว้ (ระบุแหล่งพิมพแ์ละปีท่ีพิมพ)์ 
 1. Komolpis, K., Udomchokmongkol, C., Phutong, S. and Palaga, T. 2010. Comparative production of a monoclonal 
antibody specific for enrofloxacin in a stirred-tank bioreactor. Journal of Industrial and Engineering Chemistry 16: 567-571 
 2.Pimpitak U., Puthong, S., Komolpis, K., Petsom, A., Palaga T. (2009) Development of a monoclonal antibody-based 
enzyme-linked immunosorbent assay for detection of the furaltadone metabolite, AMOZ, in fortified shrimp samples. Food 
Chemistry 116: 785-791 
 3.Damrongsakkul S., Ratanathammapan K., Komolpis K. and  Tanthapanichakoon W. 2008. Enzymatic hydrolysis of 
rawhide using papain and neutrase. Journal of Industrial and Engineering Chemistry, 14: 202-206 
 4.Komolpis K., Gulari E. 2002. Light-directed simultaneous synthesis of oligopeptides on microarray substrate using a 
photogenerated acid. Biotechnology Progress, 18:641-646. 
 5.Wang H.Y., Komolpis K., Kaufman P.B., Malakul P., Shotipruk A. 2001. Permeabilization of metabolites from 
biologically viable soybeans (Glycine max). Biotechnology Progress; 17:421-430. 
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 6.Wu E., Komolpis K., Wang H.Y. 1999. Chemical extraction of indigo from Indigofera tinctoria while attaining 
biological integrity. Biotechnology Techniques, 13:567-569. 
 7.Komolpis K., Kaufman P.B., Wang H.Y. 1998. Chemical permeabilization and in situ removal of daidzein from 
biologically viable soybean (Glycine max) seeds. Biotec. Techniques, 12:697-700. 
              3.7.4 งำนวจิยัท่ีก ำลงัท ำ  
 1.กำรพฒันำชุดตรวจดว้ยวธีิเอนไซมลิ์งคอิ์มมูโนซอร์เบนท์เอสเสยข์องอนุพนัธ์ของสำรไนโตรฟูแรน: อะ
มิโนไฮแดนโทอิน 
 2.กำรพฒันำชุดตรวจสำรแคลบูทำรอลดว้ยวธีิเอนไซมลิ์งคอิ์มมูโนซอร์เบนทเ์อสเสย ์
 3. กำรพฒันำแถบทดสอบส ำเร็จรูปส ำหรับกำรตรวจสำรกลุ่มฟลูออโรคิวโนโลนในผลิตภณั์อ์ำหำร 
 4. กำรพฒันำชุดตรวจวเิครำะห์โพรเจสเทอโรนในน ้ ำนมโคดว้ยวธีิเอนไซมลิ์งคอิ์มมิวโนซอร์เบนตแ์อสเสย์
  
4. ผู้ร่วมโครงการคนที ่3 
       4.1  ช่ือ-สกลุ  ดร. นนัทิกำ คงเจริญพร (ปำนจนัทร์) 

Dr. Nanthika  Khongchareonporn (Panchan) 

       4.2 เลขทีป่ระจ าตวัประชาชน   3 6399 00091 73 5  
       4.3 ต าแหน่งทางวชิาการ อำจำรย ์
       4.4 หน่วยงาน สถำบนัเทคโนโลยชีีวภำพและวศิวกรรมพนัธุศำสตร์ 
 จุฬำลงกรณ์มหำวทิยำลยั 
 อำคำรสถำบนั 3 เขตปทุมวนั กรุงเทพฯ 10330 
       โทรศัพท์ 02-218-8078  โทรสาร  02-253-3543 
        E-mail nanthika.k@chula.ac.th 
       4.5 ประวตักิารศึกษา 

ปีทีจ่บการศึกษา ระดบัปริญญา อกัษรย่อ สาขาวชิา สถาบัน ประเทศ 

2539 
2542 
2547 

ตรี 
โท 
เอก* 

วท.บ. 
วท.ม. 
วท.ด. 

ชีวเคมีและชีวเคมีเทคโนโลย ี
เทคโนโลยชีีวภำพ 
เทคโนโลยชีีวภำพ 

มหำวทิยำลยัเชียงใหม่ 
จุฬำลงกรณ์มหำวทิยำลยั 
จุฬำลงกรณ์มหำวทิยำลยั 

ไทย 
ไทย 
ไทย 

         
       4.6 สาขาวชิาทีม่คีวามช านาญ (แตกต่างจากวุฒิการศึกษา) ระบุสาขาวชิาการ 

 Immunology: Monoclonal Antibody Production, Protein Purification 
       4.7 ประสบการณ์ทีเ่กีย่วข้องกบัการบริหารงานวจิยัทั้งภายในและภายนอกประเทศ  

4.7.1   ผูอ้  ำนวยกำรแผนงำนวจิยั – ไม่มี 
   4.7.2   หวัหนำ้โครงกำรวจิยั    
    สำรยบัย ั้งจุลินทรียจ์ำกเพรียงทรำย  
    กำรผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อเตตรำไซคลินเพ่ือพฒันำชุด 
   ตรวจสอบดว้ยวธีิ เอนไซมลิ์งคอิ์มมูโนซอร์เบนทเ์อสเสย ์(ปีท่ี 1) 

mailto:nanthika.k@chula.ac.th
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   4.7.3  งำนวจิยัท่ีท ำเสร็จแลว้ 
   ผลงานวิจัยท่ีตีพิมพ์ในวารสารนานาชาติ 

                    1.  Techaprempreecha S, Khongchareonporn N, Chaicharoenpong C, Aranyakananda P, Chunhabandit S 
and Petsom A. 2011. Nutitional  composition of farmed and wild sandworms, Perinereis nuntia. Animal Feed Science. 
169:265-269 

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

   3.   Panchan N, Sithigorngul P, Chaivisurhangkuru P, Longyant S, Sithigorngul W and Petsom A. 
2005. Production of monoclonal antibodies specific to eyestalk neuropeptides of Penaeus monodon using sinus gland 
section and immunosuppression technique. ScienceAsia. 31: 29-35.  

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

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

6.   Sithigorngul P, Pupurm J, Krungkasem C, Longyant S, Panchan N, Chaivisurhangkuru P and  
Sithigorngul W. 2002. Four novel PYFs: members of NPY /PP peptide superfamily from the  the eyestalk of the giant 
tiger prawn Penaeus monodon. Peptide. 23: 1895-1906. 

7. Sithigorngul P, Saraithongkum W, Longyant S, Panchan N, Sithigorngul W and Petsom A.  
2001. Three more novel FMRFamide-like neuropeptide sequences from the giant freshwater prawn Macrobachium 
rosenbergii. Peptide. 22 : 191-197. 

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

Proceeding 
1. Noiprapai  K, Khongchareonporn N and Rengpipat S. 2011. Production of monoclonal  

antibodies against Vibrio parahaemolyticus. The 23 Annual Meeting of the Thai Society  for Biotechnology. February 1-
2, 2012. Bangkok, Thailand. 
  

2. Nuntanidvorakul P, Komolpis K and Khongchareonporn N. Production and characterization  
of  monoclonal antibody against ciprofloxacin. 1st ASEAN Plus Three Graduate Research  Congress. March 1-2, 2012. 
Chiang Mai, Thailand. 
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3.    Wongtangprasert T, Palaga T, Komopis K and Khongchareonporn N. Development of  
oxytetracycline test kit using enzyme-linked immunosorbent assay technique. International Conference on Asia 
Agriculture and Animal (ICAAA 2011). July 2-3, 2011. Hong Kong. 

4.   Tesvichian S, Komolpis K, Khongchareonporn N, Puthong S, Pimpitak U and Buakeaw A.  
Development of  tetracycline test kit using enzyme-linked immunosorbent assay technique. The 3th Technology and 
Innovation for Sustainable Development International Conference (TISD2010).  4-6 March 2010. Faculty of 
Engineering, Khon Kaen University, Thailand. 

5.   Khongchareonporn N, Komolpis K and Puthong S. Production and Characterization of monoclonal 
antibodies against oxytetracycline. The 1st CMU  Graduate Research conference . 27th November 2009. Chiangmai 
University, Chiangmai, Thailand. 

6 .  Kanchanabanca C, Komolpis K and Khongchareonporn N. Production and characterization of 
monoclonal antibodies against tetracycline. 9th National Grad Research Conference. 14-15 March 2008. Burapha 
University, Bangsaen Chonburi, Thailand. p: 185. 

7.   Khamjing W, Khongchareonporn N and Rengpipat. Production of monoclonal antibodies against 
Yersinia enterocolitica. 9th National Grad Research  Conference. 14-15 March 2008. Burapha University, Bangsaen 
Chonburi, Thailand. p: 120. 

8.   Kongkavitoon P, Khongchareonporn N and Komolpis K. Production and characterization  
of monoclonal antibodies against ractopamine. The 20th Annual Meeting and international Conference of the Thai 
Society for Biotechnology “TSB 2008 : Biotechnology for Global Care”. October 14 th-17th,2008. Taksila Hotel, Maha 
Sarakham, Thailand. p: 138. 

9.   Saneewong S, Khongchareonporn N and Komolpis K. Development of norfloxacin test kit using 
enyme-linked immunosorbent assay technique. The 20th Annual Meeting and international Conference of the Thai 
Society for Biotechnology “TSB 2008 : Biotechnology for Global Care”. October 14th- 17th,2008. Taksila Hotel,  
Maha Sarakham, Thailand. p: 129. 

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

Chunhabandit S and Petsom A. Proximate composition of farmed and wild sandworms (Perinereis nantia Savigny). 
4th International Greek Biotechnology Forum. 2-3 February 2008. Zappeio, Megaro, Athens.  

4.7.4  งำนวจิยัท่ีก ำลงัท ำ 
1. กำรพฒันำชุดตรวจสอบแรกโตปำมีนดว้ยวธีิ Enzyme-linked Immunosorbent Assay   (ELISA)  แหล่ง 

          ทุน มหำวทิยำลยัวจิยัแห่งชำติ จุฬำลงกรณ์มหำวทิยำลยั  ปี 2555 กำรวจิยัลุล่วงไปแลว้ประมำณร้อยละ 70   
 2.กำรพฒันำชุดตรวจสอบเตตรำไซคลิน โดยวิธีเอนไซมลิ์งคอิ์มมูโนซอร์เบนท์เอสเสย ์ (ELISA)  แหล่ง
ทุน      
          งบประมำณแผน่ดิน ปี 2555 กำรวจิยัลุล่วงไปแลว้ประมำณร้อยละ 50  
5. ผู้ร่วมโครงการคนที ่4 
     5.1  ช่ือ-สกลุ   นำยอณุมำศ บวัเขียว 
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Mr. Anumart Buakeaw 
     5.2 เลขทีป่ระจ าตวัประชาชน   3 8099 00658 39 3  
     5.3 ต าแหน่งทางวชิาการ นกัวจิยั 
     5.4 หน่วยงาน สถำบนัเทคโนโลยชีีวภำพและวศิวกรรมพนัธุศำสตร์ จุฬำลงกรณ์มหำวทิยำลยั 
 อำคำรสถำบนั 3 เขตปทุมวนั กรุงเทพฯ 10330 
     โทรศัพท์ 02-218-8076  โทรสาร  02-253-3543 
      E-mail anumart.b@chula.ac.th 
     5.5 ประวตักิารศึกษา 

มหาวทิยาลยั ปริญญา สาขาวชิา ปีทีไ่ด้รับ พ.ศ. 
จุฬำลงกรณ์มหำวทิยำลยั 
จุฬำลงกรณ์มหำวทิยำลยั 

ปริญญำโท 
ปริญญำตรี 

เทคโนโลยชีีวภำพ 
ชีวเคมี 

2545 
2541 

 
     5.6 สาขาวชิาการทีม่คีวามช านาญพเิศษ 

เทคโนโลยชีีวภำพ กำรผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี กำรเตรียมชุดตรวจ ELISA และกำรทดสอบประสิทธิภำพชุด
ตรวจ 
     5.7 ประสบการณ์ทีเ่กีย่วข้องกบัการบริหารงานวจิยัทั้งภายในและภายนอกประเทศ   
               5.7.1  ผูอ้  ำนวยกำรแผนงำนวจิยั : ไม่มี 
               5.7.2  หวัหนำ้โครงกำรวจิยั : ไม่มี 
               5.7.3 งำนวจิยัท่ีท ำเสร็จแลว้ (ระบุแหล่งพิมพแ์ละปีท่ีพิมพ)์ 
   1. Puthong, S., Rojpibulstit, P. and Buakeaw, A. (2009) Cytotoxic Effect of Hep88 mAb: A Novel Monoclonal 
Antibody Against Hepatocellular Carcinoma. Thammasat Int. J. Sc. Tech. 14(1): 95 – 104. 
   2. Somwong, P., Suttisri, R., and Buakeaw, A. (2011). A new 1,3-diketofriedelane triterpene from Salacia 
verrucosa. Fitoterapia. 82 : 1047 -1051. 
               5.7.4 งำนวจิยัท่ีก ำลงัท ำ  
 1. กำรพฒันำชุดตรวจดว้ยวธีิเอนไซมลิ์งคอิ์มมูโนซอร์เบนทเ์อสเสยข์องอนุพนัธ์ของสำรไนโตรฟแูรน 
 2. กำรพฒันำชุดตรวจดว้ยวธีิเอนไซมลิ์งคอิ์มมูโนซอร์เบนทเ์อสเสยข์องอนุพนัธ์ของสำรไนโตรฟูแรน: อะ
มิโนไฮแดนโทอิน 
 3. กำรพฒันำแถบทดสอบส ำเร็จรูปส ำหรับกำรตรวจสำรกลุ่มฟลูออโรคิวโนโลนในผลิตภณั์อ์ำหำร 
                        4. กำรพฒันำชุดตรวจวเิครำะห์โพรเจสเทอโรนในน ้ ำนมโคดว้ยวธีิเอนไซมลิ์งคอิ์มมิวโนซอร์เบนตแ์อสเสย ์
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