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บทคัดย่อภาษาไทย 

 ฟูราโซลิโดน (Furazolidone ,FZD) เป็นยาในกลุ่มสารไนโตรฟูแรนท่ีเกษตรกรนิยมใชใ้นการป้องกนัและรักษา

โรคเก่ียวกับระบบทางเดินอาหารในสัตวเ์พ่ือการบริโภค ไดแ้ก่ โค ,สุกร ,ไก่ ,ปลา และกุง้ ยาน้ีเม่ือเขา้สู่ร่างกายจะถูก

เปล่ียนเป็นสารเมแทบอไลต ์คือ 3 – อะมิโน – 2 – ออกซาโซลิดิโนน (3-amino-2-oxazolidinone ,AOZ) ติดกบัเน้ือเยื่อ อาจ

เป็นสารก่อมะเร็งและก่อใหเ้กิดกลายพนัธ์ุ 

 งานวจิยัน้ีไดท้ าการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อสาร AOZ หรือ สารอนุพนัธ์ NPAOZ ซ่ึงเป็นรูปสารส าหรับ

การตรวจหาสารตกคา้งในเน้ือสัตว ์โดยการฉีดกระตุน้หนูทดลองดว้ยอนุพนัธ์ CPAOZ ท่ีเช่ือมต่อดว้ย cBSA (CPAOZ-

cBSA) และ AOZ ท่ีเช่ือมต่อกบั BSA (AOZ-BSA) จากผลการทดลองท่ีได ้พบวา่ CPAOZ-cBSA เหมาะสมท่ีจะใชเ้ป็น

แอนติเจนในการกระตุน้ภูมิคุม้กนัของหนูทดลองมากกวา่ AOZ-BSA เพราะสามารถผลิตไฮบริโดมาโคลนท่ีผลิตแอนติบอดี 

ซ่ึงมีความสามารถในการจบักบัสาร NPAOZ ,CPAOZ และ FZD ในรูปอิสระได ้จากการคดัเลือกไฮบริโดมาเซลลโ์คลนท่ี

ผลิตแอนติบอดีต่อสาร NPAOZ มีจ านวน 8 โคลน ไดแ้ก่ เซลลจ์ากหลุมตน้ 8/12D หมายเลข 75 ,79 ,89 และ 181 โคลนจาก

เซลลห์ลุมตน้ 6/6E หมายเลข 96 ,102 ,109 และ 112 มีค่าความไวในการจบักบัสาร NPAOZ โดยมีค่า IC50 เท่ากบั 5.17 ,4.87 

,6.38 ,3.87 ,10.49 ,10.27 ,11.46 และ 11.83 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั แอนติบอดีท่ีไดส้ามารถจบักบั FZD และ 

CPAOZ ในรูปอิสระได้ จากการศึกษาลกัษณะสมบติัของโมโนโคลนท่ีไดโ้ดยตรวจสอบไอโซไทป์ ทดสอบความไว 

ทดสอบความจ าเพาะและการเกิดปฏิกิริยาขา้ม พบวา่แอนติบอดีท่ีไดจ้ากเซลลห์ลุมตน้ 8/12D และ 6/6E มีไอโซไทป์ เป็น

ชนิด IgG1 และ IgG2b ตามล าดบั  โคลนท่ีมีความไวสูงสุดต่อสาร NPAOZ คือ 181  และ 102 โดยสามารถจบักบั CPAOZ 

และ FZD ในรูปอิสระได ้ไม่พบการเกิดปฏิกิริยาขา้มกบัสารไนโตรฟูแรนตวัอ่ืนๆ และยาปฏิชีวนะตวัอ่ืนๆท่ีใชท้ดสอบ  

แอนติบอดีจากโคลน 181 และ 102 ท่ีบริสุทธ์ิแลว้ ได้แอนติบอดีท่ีได้จากโคลน 181 มีความไวต่อสารอิสระ  CPAOZ  

NPAOZ และ FZD สูงสุดโดยให้ค่า IC50 เป็น 0.34  17.66 และ 0.13 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตรตามล าดบัมีค่า LOD เป็น 0.06  

3.86 และ 0.04 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตรตามล าดับ จึงสามารถสรุปได้ว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีได้มีความจ าเพาะต่อ 

NPAOZ ท่ีมีศกัยภาพในการน าไปใชพ้ฒันาชุดตรวจสอบสารตกคา้งได ้
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บทคัดย่อภาษาองักฤษ 

 Furazolidone (FZD) is a nitrofuran drug which is widely used in prevention and treatment of animals such as 

cattle, swine, chicken, fish and shrimp, for consumption. When FZD enters the body, it is metabolized to 3-amino-2-

oxazolidinone (AOZ) which attached to the tissue and is considered to be a carcinogen and mutagen.  

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

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

derivative conjugated to cationized bovine serum albumin (CPAOZ-cBSA) and AOZ-BSA as the antigens. The results 

indicated that CPAOZ-cBSA was better than AOZ-BSA because it could induce hybridomas which produce antibodies 

with binding ability to NPAOZ, CPAOZ and FZD. After screening, eight hybridomas which produce antibody against 

NPAOZ were selected. Four hybridoma clones were obtained from the originated well no. 8/12D and were assigned as 

no. 75, 79, 89 and 181 while the others (assigned as no. 96, 102, 109 and 112) were obtained from the well no. 6/6E. 

Their sensitivities to NPAOZ in the term of 50 percent inhibition concentration were 5.1, 4.9, 6.4, 3.9, 10.5, 10.3, 11.5 

and 11.8 ng/ml, respectively. Antibody from each clone cross-reacted to FZD and CPAOZ. The isotype of antibody from 

well no. 8/12D and 6/6E was found to be IgG1 and IgG2b, respectively. Monoclonal antibodies from clone no. 181 and 

102 were highly specific for NPAOZ, CPAOZ and FZD, and did not cross react with other nitrofurans and other 

antibiotics tested. The purified antibody from clones 181 gave higher sensitivity to free antigen CPAOZ, NPAOZ and 

FZD with the IC50 value of 0.34  17.66 and  0.13  ng/ml and the LOD value of 0.06  3.86 and 0.04 ng/ml, respectively. In 

conclusion monoclonal antibodies were generated which show specificity for NPAOZ and have a potential to be used in 

the development of immunoassay-based test kit for NPAOZ detection. 
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1. บทน ำ (Introduction) 

1.1 ควำมส ำคญัและทีม่ำของป ญหำทีท่ ำกำรวจิยั 

สารไนโตรฟแูรนถูกใชก้นัอยา่งกวา้งขวางส าหรับการป้องกนัและรักษาโรคท่ีเก่ียวกบัระบบทางเดินอาหารท่ีมีสาเหตุ

มาจากการติดเช้ือ Escherichia coli ,Coccidia และ Salmonella spp. โดยเกษตรกรนิยมใชย้าปฏิชีวนะชนิดน้ี ผสมลงในอาหาร

สตัว ์เพ่ือป้องกนัหรือรักษาโรคดงักล่าวในสัตวเ์ล้ียงเพ่ือการบริโภคเช่น โค หมู ไก่ ปลาและกุง้  โดยพบวา่ยาในกลุ่ม ไนโตรฟู

แรน มีอยู ่ 4  ชนิดไดแ้ก่ ไนโตรฟูราโซน (Nitrofurazone ,NFZ)  ไนโตรฟูแรนโทอิน (Nitrofurantoin ,NFT) ฟูราโซลิโดน 

(Furazolidone ,FZD)  และ ฟูรัลทาโดน (Furaltadone ,FTD) ซ่ึงสารทั้ง 4 ชนิดน้ี มีสมบติัท่ีไม่เสถียร  ไวต่อแสง และถูกออกซิ

ไดส์ได้ง่ายเม่ือสัมผสักบัอากาศเป็นเวลานาน เม่ือเขา้สู่ร่างกายจะถูกเปล่ียนเป็นสาร เมแทบอไลต์ ได้แก่ เซมิคาร์บาไซด ์

(Semicarbazide ,SEM) ,1-อะมิโนไฮแดนโทอิน (1-Aminohydantoin , AHD) ,3-อะมิโน-2-ออกซาโซลิดิโนน (3-amino-2-

oxazolidinone ,AOZ) และ 3-อะมิโน-5-มอร์ฟอลิโนเมทิล-2-ออกซาโซลิดิโนน (3-amino-5-morpholinomethyl-2-

oxazolidinone ,AMOZ) ตามล าดบั โดยจะถูกดูดซึมผา่นเยือ่เมือกของล าไส ้ของสตัว ์(Kumar และคณะ ,1994 ; Keeffe และคณะ 

,2004 ) สารในกลุ่มดงักล่าวมีรายงานวา่มีแนวโนม้ท่ีจะเป็นสารก่อมะเร็ง และก่อให้เกิดการกลายพนัธ์ุในสัตวท์ดลอง ซ่ึงจะถูก

เมแทบอไลตเ์ร็วมาก ภายใน 2-3 ชัว่โมง หลงัเขา้สู่ร่างกายดงันั้น การตรวจวเิคราะห์สารฟรูาโซลิโดนโดยตรงนั้นจึงท าไดย้าก ซ่ึง

สาร เมแทบอไลต ์ท่ีได ้จะอยูใ่นรูป AOZ ติดอยูท่ี่เน้ือเยือ่  โดยจะคงอยูน่านหลายสัปดาห์ ในการใชย้าและสารเหล่าน้ีจะใชโ้ดย

การผสมรวมกบัอาหารสตัวใ์นปริมาณนอ้ย แต่ใหส้ตัวกิ์นติดต่อกนัเป็นเวลานาน ซ่ึงมีผลท าใหเ้กิดการสะสมของยาและสารเคมี

ในอวยัวะต่างๆของร่างกายสตัว ์เช่น ในนม เน้ือ หรือ ไข่  เกิดการตกคา้งในเน้ือสัตวแ์ละผลิตภณัฑส์ัตวท์ าให้เกิดการด้ือยาของ

เช้ือ ซ่ึงจะส่งผลกระทบต่อผูบ้ริโภค (Bryan ,1978) จากสาเหตุดงักล่าว จึงท าใหห้ลายประเทศหนัมาเนน้เร่ืองความปลอดภยัของ

อาหารโดย ไนโตรฟูแรน เป็นหน่ึงในยาปฏิชีวนะท่ีมีการสั่งห้ามไม่ให้ใช้กับสัตว์เล้ียงเพ่ือการบริโภคในหลายประเทศ

โดยเฉพาะประเทศในกลุ่มสหภาพยุโรป และ สหรัฐอเมริกา ในปี ค.ศ. 1995 ไดป้ระกาศห้ามใชส้ารฟูราโซลิโดนในสินคา้

เกษตรและอาหารโดยมีข้อก าหนดความสามารถในการตรวจหาสารปริมาณน้อยท่ีสุดท่ีสามารถตรวจวดัได้ (Minimum 

Required Performance Limits ,MRPL) ตามมารถฐานสินคา้เกษตรและอาหารแห่งชาติ (มอกช.9007-2548) เร่ืองขอ้ก าหนดดา้น

ความปลอดภยัสินคา้เกษตรและอาหารของส านกังานมาตรฐานสินคา้เกษตรและอาหารแห่งชาติกระทรวงเกษตรและสหกรณ์ 

โดยก าหนดให้สาร สารเมแทบอไลต ์(metabolite) ทั้ง 4 ตวัของยาในกลุ่มไนโตรฟูแรนตอ้งไม่พบในสินคา้เกษตรและอาหาร

โดยก าหนดให้มีค่า MRPL อยูท่ี่ระดบั 0.3 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ส าหรับ AOZ และ AMOZ และระดบั 1 ไมโครกรัมต่อ

กิโลกรัม ส าหรับ SEM และ AHD จึงไดมี้การตรวจวิเคราะห์หาสาร ตกคา้ของยาปฏิชีวนะดงักล่าวในเน้ือสัตวแ์ละผลิตภณัฑ์

สัตวก่์อนการส่งออกในห้องปฏิบติัการโดยวิธีทางเคมีดว้ยเคร่ือง High Performance Liquid Chromatography (HPLC) ,Liquid 

Chromatography-Mass Spectometry-Mass Spectometry (LC-MS/MS) (Leitner ,Zöllner and Lindner ,2001 ; Keeffe และคณะ 

,2004) ซ่ึงเป็นเคร่ืองมือท่ีมีราคาแพง มีค่าใชจ่้ายสูง ใชเ้วลามาก ท าให้การตรวจวิเคราะห์ตวัอยา่งท าไดไ้ม่ครอบคลุมดงันั้นจึงมี
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ความจ าเป็นท่ีจะตอ้งหาวธีิการตรวจสอบท่ีง่าย  สะดวก  ไดผ้ลเร็วแม่นย  าและ ค่าใชจ่้ายต ่า  เพ่ือใชใ้นการตรวจสอบยาปฏิชีวนะ

ในอาหารสตัวก่์อนการน าเขา้และส่งออก 

เทคนิคการตรวจวเิคราะห์สารตกคา้งโดยใชห้ลกัการภูมิคุม้กนัวทิยา Enzyme-Linked-Immunosorbent Assay (ELISA) 

เป็นเทคนิคท่ีใชก้นัอยา่งกวา้งขวางในการตรวจหาสารตกคา้ง ในสตัวเ์ล้ียงเพ่ือการบริโภคและผลิตภณัฑจ์ากสัตวเ์ล้ียง โดยอาศยั

หลกัการตรวจวดัปริมาณ แอนติเจน โดยการใช ้แอนติบอดี ท่ีจ าเพาะกบัแอนติเจน ซ่ึงวธีิน้ีเป็นวธีิท่ีมีค่าใชจ่้ายต ่า รวดเร็ว และ มี

ความแม่นย  าสูง และเน่ืองจากทีมผูว้ิจยัไดมี้การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจ าเพาะกบัสาร AMOZ และมีการพฒันาชุด

ตรวจสอบสารดงักล่าวไดส้ าเร็จแลว้ (Pimpitak และคณะ ,2009) ทางทีมวิจยัจึงมีความตอ้งการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี

และชุดตรวจสอบท่ีจ าเพาะต่อสาร AOZ ซ่ึงปัจจุบนัมีความตอ้งการเป็นอยา่งมากและยงัไม่พบชุดตรวจสอบสาร AOZ โดยวิธี 

ทางภูมิคุม้กนัวทิยาท่ีผลิตข้ึนเองในประเทศ ดงันั้น จึงควรมีการพฒันาความสามารถในการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี ท่ีมี

ความจ าเพาะต่อสาร AOZ ท าใหก้ารตรวจโดยหลกัการภูมิคุม้กนัวทิยามีความจ าเพาะสูงข้ึนและสามารถควบคุมคุณภาพการผลิต

ไดง่้ายข้ึนเพ่ือพฒันาต่อในขั้นท าชุดตรวจ (ELISA test kit) ท าใหต้น้ทุนในการตรวจสารน้ีลดลง มีความสะดวกในการใชง้านได้

ใกลเ้คียงกบัชุดตรวจท่ีใชป้ฏิกิริยาทางเคมี ทั้งยงัสามารถท าให้รู้ปริมาณของสารในระดบัต ่าพร้อมทั้งยงัสามารถตรวจไดห้ลาย

ตวัอย่างต่อคร้ัง ดงันั้นเทคนิคน้ีจึงไดรั้บความนิยมสูงข้ึนมากจนท าให้การตรวจโดยใช้หลกัการภูมิคุม้กนัวิทยาเป็นหน่ึงใน

วธีิการตรวจหลกัในปัจจุบนั 

 1.2 วตัถุประสงค์หลกัของแผนงำนวจิยั 

- เตรียมเซลลไ์ฮบริโดมาท่ีสามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อ AOZ หรือ NPAOZ 

- ศึกษาลกัษณะสมบติัของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีได ้

1.3 ขอบเขตของโครงกำรวจิยั 

- คน้ควา้และรวบรวมขอ้มูลท่ีเก่ียวขอ้งกบังานวจิยั 

- เปล่ียนแปลงอนุพนัธ์ุของสาร AOZ ให้อยู่ในรูป 3-(3-คาร์บอกซิเฟนิลเมธิลีนอะมิโน)-2-ออกซาโซลิดิโนน 

(CPAOZ) และเช่ือมต่อกบัโปรตีนพาหะ เพ่ือใชเ้ป็นแอนติเจน 

- ฉีดกระตุน้ระบบภูมิคุม้กนัของหนูใหส้ร้างแอนติบอดีต่อ สาร AOZ และ/หรือ NPAOZ 

- เตรียมเซลลไ์ฮบริโดมาท่ีมีความสามารถในการสร้างแอนติบอดี 

- คดัเลือกเซลลไ์ฮบริโดมาท่ีสร้างโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อ AOZ และ/หรือ NPAOZ โดยวธีิ ELISA  

 - ศึกษาลกัษณะสมบติัเบ้ืองตน้ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีได ้

- การทดสอบไอโซไทป์ (isotype) ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีได ้โดยใชชุ้ดทดสอบไอโซไทป์  
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 (isotyping kit บริษทั Sigma Aldrich ,USA) 

- การทดสอบความไวและปฏิกิริยาขา้มกบัสารในกลุ่มไนโตรฟแูรน และสารนอกกลุ่มดว้ยวธีิ Indirect    

       competitive  ELISA   

- การท าโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหบ้ริสุทธ์ิ  

 - วเิคราะห์ขอ้มูล สรุปผลการทดลอง ท ารายงานฉบบัสมบูรณ์ 

1.4 ทฤษฎ ีสมมุตฐิำน (ถ้ำม)ี และกรอบแนวควำมคดิของแผนงำนวจิยั 

 สารกลุ่มไนโตรฟูแรนเป็นยาปฏิชีวนะท่ีได้จากการสังเคราะห์ นิยมใช้กันอย่างกวา้งขวางโดยใช้เป็นสารเร่งการ

เจริญเติบโตและเป็นยาตา้นจุลชีพ ออกฤทธ์ไดดี้ต่อเช้ือแบคทีเรียชนิดไม่ใชอ้ากาศทั้งแกรมบวกและแกรมลบ และออกฤทธ์ิต่อเช้ืออ

มีบา  โปรโทซวั รวมทั้งเช้ือราบางชนิด ซ่ึงนิยมน ามาใชใ้นอุตสาหกรรมการเล้ียงสัตวเ์พ่ือใชใ้นการป้องกนัรักษาโรคติดเช้ือภายใน

ล าไส้ กระเพาะอาหารและโรคติดเช้ือในระบบทางเดินปัสสาวะของสัตวโ์ดยเกิดจาก แบคทีเรีย เช่น Salmonella  spp. (โรค 

Salmonellosis)  Escherichia coli  (โรค Colibacilosis)   โรคท่ีเกิดจาก  Coccidia  (โรค Coccidiosis) ขอ้เทา้อกัเสบจากการติดเช้ือ 

(infectious synnovitis) โรคหงอนด า (Blackhead) หรือ Histomoniasis ท่ีพบในสตัว ์ไดแ้ก่ สุกร  แพะ  แกะ  โค  กระบือ  เป็ด  ไก่ และ 

กุง้ เป็นตน้ โดยยาตั้งตน้กลุ่มไนโตรฟูแรนทั้ง 4 ชนิดน้ีจดัเป็นสารประกอบไนโตร (nitro compounds) มีสมบติัท่ีไม่เสถียร  ไวต่อ

แสง และจะถูกออกซิไดส์ไดง่้ายเม่ือสัมผสักบัอากาศเป็นเวลานาน  เม่ือยาตั้งตน้ทั้ง 4 ชนิดไดแ้ก่ ไนโตรฟูราโซน (Nitrofurazone 

,NFZ)  ไนโตรฟูแรนโทอิน (Nitrofurantoin ,NFT) ฟูราโซลิโดน (Furazolidone ,FZD)  และ ฟูรัลทาโดน (Furaltadone, FTD) 

เขา้สู่ร่างกาย  ส่ิงมีชีวติจะมีวธีิในการก าจดัสารเคมีเหล่านั้นโดยกระบวนการ เมแทบอลิซึม ซ่ึงยาส่วนใหญ่จะถูกเปล่ียนไปอยูใ่นรูป

สารท่ีละลายไดแ้ละถูกก าจดัออกไปจากร่างกาย แต่ในบางกรณีสารเมแทบอไลต์ อาจไปจบักบัโปรตีนในร่างกายสัตว ์เป็นผลให้

ขบวนการขบัออกไปเป็นไปไดช้า้ และมีผลกระทบต่อความปลอดภยัของอาหาร เพราะสามารถคงอยู่ในร่างกายสัตวไ์ดเ้ป็นระยะ

เวลานานภายหลงัจากการหยดุให้ยาไปแลว้  กระบวนการเมแทบอลิซึมท าให้เกิดสารเมแทบอไลตท่ี์ส าคญั ไดแ้ก่ 3-อะมิโน-5-มอร์

โฟลิโนเมทิล-2-ออกซาโซลิดิโนน (3-amino-5-morpholinomethyl-2-oxazolidinone , AMOZ) 3-อะมิโน-2-ออกซาโซลิดิโนน (3-

amino-2-oxazolidinone , AOZ) เซมิคาร์บาไซด์ (Semicarbazide ,SEM) และ 1-อะมิโนไฮแดนโทอิน (1-aminohydantoin , AHD)  

(Leitner และ คณะ ,2001) เม่ือมนุษยบ์ริโภคผลิตภณัฑท่ี์มียาสัตวต์กคา้งไนรูปของ bound residues เหล่าน้ีจะถูกกรดในกระเพาะ

อาหารยอ่ยและปลดปล่อยสารตกคา้งออกมาจากโปรตีนท่ีเกาะอยูซ่ึ่งอาจเป็นอนัตรายต่อผูบ้ริโภค (Keefle และ Horne ,1999) จากผล

การศึกษาในสตัวท์ดลอง พบวา่ สารกลุ่มน้ีมีแนวโนม้เป็นสารก่อมะเร็งและท าให้เกิดการกลายพนัธ์ุในสัตวถ์า้ไดรั้บการบริโภคเป็น

ระยะเวลานาน โดยพบว่า ฟูราโซลิโดน  มีผลยบัย ั้งหน้าท่ีเอนไซม์บางประเภท โดยขอ้มูลจาก Irish Agriculture and Food 

Development Authority ตามโครงการศึกษา Project Armis No. 4036 ของสหภาพยโุรปในปี 1999 พบวา่เม่ือมนุษยบ์ริโภคผลิตภณัฑ์

ท่ีมีสารเมแทบอไลตจ์บักบัโปรตีนในเน้ือเยื่อสุกรเขา้ไปกรดในกระเพาะจะยอ่ย AOZ side-chain ออกมาและเปล่ียนรูปไปเป็น β-

hydroxyethylhydrazine ซ่ึงเป็นสารท่ีก่อให้เกิดการกลายพนัธ์ุและก่อมะเร็ง โดยสารดังกล่าวมีการห้ามน ามาใช้ในสัตวเ์พ่ือการ

บริโภคและห้ามมีตกคา้งไม่วา่ในปริมาณเท่าใดแมว้่าจะอยู่ในรูปยาตั้งตน้ หรือเมแทบอไลต ์ซ่ึงส่งผลท าให้หลายๆ ประเทศ จ ากดั
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การใช ้โดยเฉพาะการใชผ้สมในอาหารสัตวท่ี์ใชส้ าหรับบริโภค สารกลุ่มน้ีจึงถูกห้ามใชก้บัสัตวท่ี์เล้ียงเพ่ือการบริโภค  ในหลาย

ประเทศ เช่น อเมริกา  แคนนาดา  ออสเตรีย  ญ่ีปุ่น  สิงคโปร์  บงัคลาเทศ  และกลุ่มสหภาพยโุรป (Bryan ,1978) ส่งผลท าให้ประเทศ

ต่างๆไดอ้อกกฎหมายควบคุมระดบัสูงสุดท่ียอมรับไดข้องสารตกคา้งกลุ่มน้ีในผลิตภณัฑ์อาหารจากสัตว ์โดยปกติจะก าหนดเป็น

ขีดจ ากดัสารตกคา้งสูงสุด ซ่ึงเรียกวา่ค่า MRL (Maximum Residue Limit) โดยสารในกลุ่มไนโตรฟูแรน มีการก าหนดค่า MRL อยูใ่น

ระดบัท่ีเรียกวา่ zero tolerance level คือตอ้งไม่มีการตกคา้งของสารกลุ่มน้ีอยูใ่นผลิตภณัฑจ์ากสัตว ์(European  Commission ,2001) 

ท าใหห้ลายประเทศไดพ้ฒันาวธีิการตรวจวิเคราะห์และไดก้ าหนดค่าขีดจ ากดัต ่าสุดของเคร่ืองมือในการวิเคราะห์สารไนโตรฟูแรน 

โดยห้องปฏิบติัการทัว่ไปสามารถใชว้ิธี ELISA ในการตรวจวิเคราะห์ ไดต้ามความเหมาะสม และอาจยืนยนัผลการตรวจวดัสาร

ดงักล่าวดว้ยเทคนิคอ่ืน เช่น High Performance Liquid Chromatography (HPLC) หรือ Liquid Chromatography-Mass Spectrometry-

Mass Spectometry  (LC-MS-MS)ส าหรับประเทศไทยกระทรวงสาธารณสุขไดก้ าหนดให้เพิกถอนทะเบียนต าหรับยาท่ีใชส้ าหรับ

สตัวท่ี์มีตวัยากลุ่มไนโตรฟูแรน ไดแ้ก่ ไนโตรฟูราโซน และฟูราโซลิโดน นอกจากน้ียงัห้ามน าเขา้ยา เภสัชเคมีภณัฑ ์และเกลือของ

เภสัชเคมีภณัฑ์เหล่าน้ี และมีขอ้ก าหนดดา้นความปลอดภยัสินคา้เกษตรและอาหารของส านักงานมาตรฐานสินคา้เกษตรและ

อาหารแห่งชาติกระทรวงเกษตรและสหกรณ์ โดยก าหนดใหส้าร สารเมแทบอไลต ์(metabolite) ทั้ง 4 ตวัของยาในกลุ่มไนโตรฟู

แรนตอ้งไม่พบในสินคา้เกษตรและอาหารโดยก าหนดใหมี้ค่า MRPL อยูท่ี่ระดบั 0.3 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ส าหรับ AOZ และ 

AMOZ และระดบั 1 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ส าหรับ SEM และ AHD (ประกาศกระทรวงเกษตรและสหกรณ์ ,2551) แต่อยา่งไร

ก็ตามยงัมีการลกัลอบน าสารเหล่าน้ีเขา้ภายในประเทศไดใ้นรูปของอาหารสัตว ์ดงันั้นเพ่ือความปลอดภยัต่อผูบ้ริโภคจึงตอ้งท าการ

ตรวจสอบก่อนการน าเขา้และส่งออกสินคา้เพ่ือตรวจวิเคราะห์หาสารกลุ่มน้ีท่ีปนเป้ือน แต่การวดัปริมาณยาตกคา้งดงักล่าวสามารถ

ท าไดใ้นขีดจ ากดั เน่ืองจากตอ้งใชเ้คร่ืองมือวิเคราะห์ขั้นสูงท่ีมีราคาแพงมาก ดงันั้น ปัจจุบนัมีการประยกุตน์ าความรู้ทางดา้นวิทยา

ภูมิคุม้กนั (Immunology) ไปใชใ้นการตรวจติดตามหาสารตกคา้งในผลิตภณัฑอ์าหาร ซ่ึงให้ผลการตรวจติดตามท่ีมีความไวสูงและ

แม่นย  า โดยใชห้ลกัารของ Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) เป็นเทคนิคท่ีใชก้นัอยา่งกวา้งขวางส าหรับตรวจวดัสาร

ตกคา้งโดยอาศยัหลกัการการตรวจวดัแอนติเจน โดยการใชแ้อนติบอดี ท่ีให้ผลทางชีวภาพเฉพาะกบัยาและเอนไซมท่ี์เช่ือมต่อทาง

เคมีกับแอนติบอดีหรือแอนติเจน วิธี ELISA น้ีเป็นวิธีการท่ีประหยดัและรวดเร็วดังนั้นทางสถาบันเทคโนโลยีชีวภาพและ

วศิวกรรมพนัธุศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั จึงไดส้นใจท าการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีมีความจ าเพาะต่อ AOZ เพื่อ

ใชพ้ฒันาต่อเป็นชุดทดสอบหาสารตกคา้งในผลิตภณัฑอ์าหารทั้งน าเขา้และส่งออกต่อไปได ้

 1.5 กำรทบทวนวรรณกรรม/สำรสนเทศทีเ่กีย่วข้อง  

 เน่ืองจากไดมี้มาตรการควบคุมและติดตามการใชส้ารกลุ่มไนโตรฟแูรนน้ี  ดงันั้น เพ่ือสร้างความเช่ือมัน่ในอาหารสัตว์

และผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากสตัว ์เพ่ือความปลอดภยัต่อผูบ้ริโภคจึงตอ้งท าการตรวจสอบก่อนการน าเขา้และส่งออกสินคา้ โดยพบวา่ 

สารกลุ่มไนโตรฟูแรน ในรูปยาตั้งตน้ไดแ้ก่ ฟูรัลทาโดน  ฟูราโซลิโดน  ไนโตรฟูแรนโทอิน และ ไนโตรฟูราโซน จะถูกยอ่ย

สลายอย่างรวดเร็วในสัตวภ์ายใน 2-3 ชัว่โมง เปล่ียนไปอยู่ในรูปสาร เมแทบอไลต์ คือ  AMOZ ,AOZ ,SEM และ AHD  

ตามล าดบั ปกติสารเมแทบอไลต ์ของไนโตรฟแูรน จะอยูใ่นรูปสารเมแทบอไลตท่ี์จบักบัโปรตีนโดยการท าใหส้ารเมแทบอไลต ์

อยู่ในรูปอิสระโดยอาศยัการย่อยสลายพนัธะดว้ยกรด เช่น กรดไฮโดรคลอริก (HCl) แต่สาร เมแทบอไลต์ ท่ีไดจ้ะมีขนาด

โมเลกลุเลก็มากยากต่อการตรวจวเิคราะห์ ดงันั้น จึงตอ้งท าใหส้าร เมแทบอไลต ์เหล่าน้ีอยูใ่นรูปอนุพนัธ์ุ เรียกกระบวนการน้ีวา่ 
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derivatization ซ่ึงสารท่ีนิยมใชใ้หเ้กิดอนุพนัธ์ุ คือ 2-Nitrobenzaldehyde (NBA) โดยการตรวจวเิคราะห์สารเมแทบอไลต ์ของไน

โตรฟแูรน ปัจจุบนั นิยมใชเ้ทคนิค Liquid chromatography (LC) และ Mass spectrometry (MS) โดยใชเ้คร่ือง LC-MS/MS เพื่อ

ยนืยนัชนิดของสารและปริมาณ เน่ืองจากมีความจ าเพาะสูง  สามารถตรวจสอบสารท่ีมีปริมาณเลก็นอ้ย ไดอ้ยา่งแม่นย  า ซ่ึงจะใช้

ตวัอย่างเพียงปริมาณเล็กน้อยส าหรับการตรวจสอบเบ้ืองตน้ดว้ยวิธี colour test ส่วนการตรวจยืนยนัผลใชว้ิธี Thin layer 

chromatography (TLC) และวิธี High performance liquid chromatography (HPLC) (Cieri และ คณะ 1978 ,McCracken และ 

คณะ 1997) ขอ้ไดเ้ปรียบของเทคนิค HPLC เม่ือเทียบกบัเทคนิค TLC คือ จะใชร้ะยะเวลาในการวเิคราะห์สารปริมาณนอ้ยๆไดดี้  

และใหค้่าความแม่นย  าและเท่ียงตรงไดดี้กวา่  จึงท าใหเ้ทคนิคน้ีเป็นทางเลือกหน่ึงในการวิเคราะห์สารตกคา้งท่ีไดรั้บความนิยม 

แต่เน่ืองจากเทคนิคตอ้งใชเ้คร่ืองมือท่ีมีราคาแพงและวิธีการวิเคราะห์ท่ียุง่ยากกวา่ ส่วนวิธี Mass Spectrometry (MS), Liquid 

Chromatography  Mass Spectrometry (LC-MS) น้ีเหมาะส าหรับการวิเคราะห์สารเชิงคุณภาพและเชิงปริมาณเน่ืองจากสามารถ

ตรวจสอบเพ่ือยนืยนัระบุช่ือสารในระดบันอ้ยมากๆไดแ้ม่นย  าสูง และยงัใชส้ารตวัอยา่งเพียงปริมาณเล็กนอ้ย ดงันั้นวิธีการน้ีจึง

เหมาะกบัการวเิคราะห์สารตกคา้งในกลุ่มไนโตรฟแูรน ท่ีปนเป้ือนในอาหารสตัวแ์ละเน้ือสตัวไ์ดเ้ป็นอยา่งดี แต่เน่ืองจากเทคนิค

น้ีเป็นเทคนิคทีตอ้งใชเ้คร่ืองมือท่ีมีราคาแพงมาก และยงัตอ้งใชบุ้คลากรท่ีมีความช านาญการโดยเฉพาะ ดงันั้นเทคนิคจึงไม่

เหมาะสมในการน ามาใชใ้นการตรวจวดัสารตกคา้งในภาคสนามหรือใชใ้นงานประจ า (McCracken และคณะ ,1995) ปัจจุบนัจึง

มีการประยกุตน์ าความรู้ทางดา้นวทิยาภูมิคุม้กนั (Immunology) ไปใชใ้นการตรวจติดตามหาสารตกคา้งในผลิตภณัฑอ์าหารทั้ง

น าเขา้และส่งออก ซ่ึงให้ผลการตรวจติดตามท่ีมีความไวสูงและแม่นย  า เป็นวิธีการท่ีประหยดัและรวดเร็ว ดงัไดมี้การผลิตและ

ศึกษาลกัษณะพอลิโคลนอลแอนติบอดีต่ออนุพนัธ์ของ AOZ ดว้ยวิธี ELISA โดยเปล่ียน AOZ เป็น CPAOZ แลว้น าไปเช่ือมกบั

โปรตีนพาหะ HAS เพ่ือใช้ในการฉีดกระตุน้กระต่ายท่ีความเขม้ขน้และช่วงเวลาในการกระตุน้ต่างๆ พร้อมทั้งทดสอบ

ความจ าเพาะของแอนติบอดีโดยวิธี competitive ELISA พบวา่การลดปริมาณแอนติเจนในการฉีดกระตุน้และเพ่ิมระยะเวลาใน

การกระตุน้จะส่งผลให้แอนติบอดีท่ีไดมี้ความไวต่อสาร NPAOZ เพ่ิมข้ึน และสามารถน าพอลิโคลนอลแอนติบอดีท่ีไดม้าใช้

ตรวจหาสาร AOZ ในรูปอนุพนัธ์ได(้Cooper และคณะ ,2004) หลงัจากนั้นไดมี้รายงานการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ

สาร AOZ ท่ีเกิดจากการฉีดกระตุน้สาร CPAOZ และ AOZ ท่ีติดกบัโปรตีนพาหะดว้ยวิธีต่างๆ ผลท่ีไดพ้บวา่ไม่สามารถผลิตโม

โนโคลต่อ AOZ ได ้มีเพียงแต่ CPAOZ เท่านั้นท่ีสามารถผลิตโมโนโคลนต่อ NPAOZ ไดโ้ดยสามารถตรวจหาสาร AOZ ท่ีตอ้ง

เปล่ืยนไปอยูใ่นรูป NPAOZ ไดค้่า IC50 (50 percent binding inhibition)อยูใ่นช่วง 0.4 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ในตวัอยา่งเน้ือกุง้ 

ไก่ ววั และ สุกร ซ่ึงไดท้ าการเปรียบเทียบวิธีทดสอบแบบ ELISA กบั LC-MS/MS ในเน้ือกุง้และไก่ อยูใ่นช่วงความเขม้ขน้ 0 - 

32.1 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม และ 0 - 10.5 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ตามล าดบั (Diblikova และ คณะ ,2005) 

 1.6 ประโยชน์ทีค่ำดว่ำจะได้รับ 

ไดเ้ซลลไ์ฮบริโดมาท่ีผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีมีความจ าเพาะต่อสาร NPAOZ และ/หรือ AOZ เพื่อน าไปใชใ้น

การเตรียมชุดตรวจสอบ ตรวจหาปริมาณสารตกคา้งในอาหาร 
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2. วธีิด ำเนินกำรวจัิย (Materials & Method) 

 2.1 อุปกรณ์และสำรเคมทีีใ่นกำรวจิยั 

2.1.1 เคร่ีองมือและอปุกรณ์ท่ีใชใ้นการวจิยั 
ตารางท่ี 1 เคร่ืองมือ วสัดุและอุปกรณ์ท่ีใชใ้นการวจิยั 

วสัดุและอุปกรณ์ แหล่งทีม่ำ 

1. สตัวท์ดลองใช ้หนู Mouse สายพนัธ์ุ  BALB/c (inbred strain) เพศเมีย ส านกัสตัวท์ดลองแห่งชาติ มหาวทิยาลยัมหิดล 

2. เซลลม์ยัอีโลมาP3/NSI/1-4A4-1 (NS-I) ATCC No: TIB 18 

3. เคร่ืองมือต่างๆ 

    - เคร่ือง  Lyophilizer 

    - กลอ้งจุลทรรศน์ชนิดหวักลบั  

    - เคร่ืองป่ันเหวีย่ง          

    - เคร่ืองวดัความเป็นกรด-ด่าง      

    - เคร่ือง Microtiterplate reader  

    - เคร่ืองวดัการดูดกลืนแสง 

    - เคร่ืองมือนบัเซลล ์       

    - ตูบ่้มท่ีมีคาร์บอนไดออกไซด ์    

    - ตูป้ลอดเช้ือ  

    - หมอ้น่ึงฆ่าเช้ือ       

    - ป๊ัมลม    

    - ปิเปตตอ์ตัโนมตั 

    - เคร่ือง SCAI-DRY TRANSFER CELL                       

    - เคร่ือง Thermo mixer compact  

 

Yamato (Japan) 

Nikon (Japan) 

MSE (England) 

Mettler Toledo  

Titertek multiskan (Finland) 

BIO-TEK Instruments, Inc (USA) 

Boeco (Germany) 

Revco, Yamato (Japan) 

Cambrige (Thaialnd) 

Udono-RII (Japan)  

Iwaki (Japan) 

Gilson (France) 

BIO-RAD 

Eppendorf 
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ตารางท่ี 1 เคร่ืองมือและอปุกรณ์ท่ีใชใ้นการวจิยั (ต่อ) 

วสัดุและอุปกรณ์ แหล่งทีม่ำ 

    - เคร่ือง Compact ROCKER CR300 

    - กล่อง PL-B Type 8x10 INCH 

4. อุปกรณ์ต่างๆ 

    - จานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลุม 

    - จานเล้ียงเซลลช์นิด 96 หลุม       

    - ขวดเล้ียงเซลลข์นาด 10 และ 250 มิลลิลิตร      

    - ขวดแกว้        

    - หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร   

    - หลอดป่ันเหวีย่งขนาด 50 มิลลิลิตร   

    - กระบอกฉีดยาขนาด 1 และ 5 มิลลิลิตร      

    - เขม็ฉีดยาขนาด 18G และ 21G    

    - ปิเปตตแ์กว้      

Finemould Precision ind.co. 

OKAMOTO 

 

Nunc (Denmark) 

Nunc (Denmark) 

Nunc (Denmark) 

Boro (Germany)  

Axygen (USA) 

Nunc (Denmark) 

Nipro (Thailand) 

Nipro (Thailand) 

HBG (Germany)  

2.1.2 สารเคมีท่ีใชใ้นการวจิยั 

ตารางท่ี 2   สารเคมีท่ีใชใ้นการวจิยั 

สำรเคม ี หน้ำที ่ แหล่งทีม่ำ 
1. AHD (1-Aminohydantoin) ทดสอบปฏิกิริยาขา้ม บริษทั Sigma-Aldrich, USA 
2. Aminopterine เตรียมอาหารคดัเลือกเซลล ์ บริษทั Sigma-Aldrich, USA 
3. AOZ (3-amino-2-oxazolidone) 
 

ทดสอบความจ าเพาะของโมโน
โคลนอลแอนติบอดี 

บริษทั Sigma-Aldrich, USA 

4. AMOZ (3-amino-5-morpholino 
  methyl-2-oxazolidone) 

ทดสอบปฏิกิริยาขา้ม บริษทั Sigma-Aldrich, USA 

5. BCA protein assay kit วเิคราะห์ปริมาณโปรตีน บริษทั Sigma-Aldrich, USA 

6. Bovine serum albumin (BSA) 
โปรตีนมาตรฐานและใชเ้ช่ือม
กบั CPAOZ 

บริษทั Sigma-Aldrich, USA 
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ตารางท่ี 2  สารเคมีท่ีใชใ้นการวจิยั (ต่อ) 

สำรเคมทีีใ่ช้ในกำรวจิยั หน้ำที ่ ทีม่ำ 
10. Bovine serum albumin (BSA)  บริษทั Sigma-Aldrich, USA 
12. Butanol เตรียมสารละลาย นินไฮดริน บริษทั Merck, Germany 
13. Chloramphenicol (CAP) ทดสอบปฏิกิริยาขา้ม บริษทั Sigma-Aldrich, USA 

14. 3-carboxybenzaldehyde (CBA) 
เปล่ียนอนุพนัธ์ุสารAMOZและทดสอบ
ปฏิกิริยาขา้ม บริษทั Sigma-Aldrich, USA 

15. Citric acid เตรียมสารละลายบฟัเฟอร์ บริษทั Merck, Germany 
16. Clenbuteral ทดสอบปฏิกิริยาขา้ม บริษทั Sigma-Aldrich, USA 
17.3-{[(3-carboxyphenyl)-methylene] 
amino-2-oxazolidinone (CPAOZ) 

เตรียมแอนติเจนและใชท้ดสอบ
ความจ าเพาะ 

เตรียมท่ีสถาบนัเทคโนโลยชีีวภาพฯ จุฬาฯ 

18. CPAOZ-cBSA conjugate ฉีดกระตุน้หนูทดลอง เตรียมท่ีสถาบนัเทคโนโลยชีีวภาพฯ จุฬาฯ 
19. CPAOZ-OVA  conjugate เทคนิค ELISA เตรียมท่ีสถาบนัเทคโนโลยชีีวภาพฯ จุฬาฯ 
20. Coomassie Brilliant blue R-250 ยอ้มเจล SDS-PAGE บริษทั Pierce, USA 
21. Copper sulfate  เตรียมสารละลายวดัปริมาณโปรตีน บริษทั Sigma-Aldrich, USA 
22. Developer and replenisher ลา้งฟิลม ์X-ray Kodak GBX, USA 
23. D-glucose เตรียมอาหารเล้ียงเซลล ์ บริษทั Sigma-Aldrich, USA 
24. Diethyl ether สลบหนูทดลอง บริษทั Sigma-Aldrich, USA 
25. Dimethyl sulfoxide (DMSO) เตรียมอาหารเก็บเซลล ์ บริษทั Fluka, Switzerland 
26. Disodium hydrogenphosphate เตรียมสารละลายบฟัเฟอร์ บริษทั Carlo erba, USA 
27. 1-ethy-3-(3-dimethylaminopro 
pyl)carbodiimide (EDC) 

เตรียมแอนติเจน บริษทั Sigma-Aldrich, USA 

28. Enrofloxacin ทดสอบปฏิกิริยาขา้ม บริษทั Sigma-Aldrich, USA 
29. Fetal bovine serum  เตรียมอาหารเล้ียงเซลล ์ บริษทั Invitromex, USA 
30. Fixer and replenisher ลา้งฟิลม ์X-ray Kodak GBX, USA 
31. Flumequine ทดสอบปฏิกิริยาขา้ม บริษทั Sigma-Aldrich, USA 
32. Folin-ciocalteu phenol reagent เตรียมสารละลายวดัปริมาณโปรตีน บริษทั Merck, Germany 

33. Furaltadone (FTD) 
ทดสอบความจ าเพาะของโมโน
โคลนอลแอนติบอดี 

บริษทั Sigma-Aldrich, USA 

34. Furazolidone (FZD)  ทดสอบปฏิกิริยาขา้ม บริษทั Sigma-Aldrich, USA 
35. glycerol เตรียม Sample buffer บริษทั Sigma-Aldrich, USA 
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ตารางท่ี 2  สารเคมีท่ีใชใ้นการวจิยั (ต่อ) 

สำรเคมทีีใ่ช้ในกำรวจิยั หน้ำที ่ ทีม่ำ 
36. glycine เตรียม Running buffer บริษทั Sigma-Aldrich, USA 
37. Hydrochloric  acid  (HCl) เตรียม Tris buffer บริษทั Sigma-Aldrich, USA 
38. Hydrogen peroxide (H2O2) เตรียมสบัสเตรต บริษทั Fluka, Switzerland 
39. Hypoxanthine เตรียมอาหารคดัเลือกเซลล ์ บริษทั Sigma-Aldrich, USA 
40. L-glutamine เตรียมอาหารเล้ียงเซลล ์ บริษทั Sigma-Aldrich, USA 
41. Methanol ตวัท าละลาย บริษทั BDH, England 
42. Ninhydrin เตรียมสารละลายใชใ้นเทคนิค TLC บริษทั Pierce, USA 
43. Norfloxacin ทดสอบปฏิกิริยาขา้ม บริษทั Sigma-Aldrich, USA 
44. Nitrofurantoin (NFT) ทดสอบปฏิกิริยาขา้ม บริษทั Sigma-Aldrich, USA 
45. Nitrofurazone (NFZ) ทดสอบปฏิกิริยาขา้ม บริษทั Sigma-Aldrich, USA 
46. N-Hydroxysuccinimide (NHS) เตรียมแอนติเจน บริษทั Fluka, china 
47.1-((2-nitrophenyl)methylene amino)-
2,4imidazolidinone (NPAHD) 

ทดสอบปฏิกิริยาขา้ม บริษทั Sigma-Aldrich, USA 

48.5-methylmorpholine-3-((2-nitro 
phenyl)methylene)amino-2-oxazo 
lidinone (NPAMOZ) 

ทดสอบความจ าเพาะของโมโน
โคลนอลแอนติบอดี 

บริษทั Sigma-Aldrich, USA 

49. 3-((2-nitrophenyl)methylene) 
amino-2-Oxazolidinone (NPAOZ) 

ทดสอบปฏิกิริยาขา้ม บริษทั Sigma-Aldrich, USA 

50.2-nitrobenzaldehyde-semicarbazone 
(NPSCA) 

ทดสอบปฏิกิริยาขา้ม บริษทั Sigma-Aldrich, USA 

51. O-phenylenediamine (OPD) เตรียมสบัเตรต บริษทั Abkem Iberia S.L., Spain 
52. Ovalbumin (OVA) เตรียมแอนติเจน บริษทั Sigma-Aldrich, USA 
53. Oxytetracycline ทดสอบปฏิกิริยาขา้ม บริษทั Sigma-Aldrich, USA 
54. Penicllin G ทดสอบปฏิกิริยาขา้ม บริษทั Sigma-Aldrich, USA 
55. Peroxidase-Rabbit Anti-Mouse IgG 
(Gamma chain Specific) 

ทดสอบ ELISA บริษทั Zymed, USA 

56. Picrylsulfonic acid 
เตรียมสารละลายในการวดั
ประสิทธิภาพการเช่ือมติด 

บริษทั Sigma-Aldrich, USA 

57. Polyethylene glycol (PEG) สารส่ือในการหลอมรวมเซลล ์ บริษทั Sigma-Aldrich, USA 

58. Potassium tartate เตรียมสารในการหาปริมาณโปรตีน บริษทั Merck, Germany 

59. Pyridine 
สารกลางในการเปล่ียนสาร AMOZ 
เป็น CPAMOZ บริษทั Carlo  Erba , USA 

60. Pyruvic acid เตรียมอาหารเล้ียงเซลล ์ บริษทั Invitromex, USA 
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ตารางท่ี 2  สารเคมีท่ีใชใ้นการวจิยั (ต่อ) 

สำรเคมทีีใ่ช้ในกำรวจิยั หน้ำที ่ ทีม่ำ 
61. RPMI 1640 medium  เตรียมอาหารเล้ียงเซลล ์ บริษทั Invitromex, USA 
62.  Salbutamol ทดสอบปฏิกิริยาขา้ม บริษทั Sigma-Aldrich, USA 
63.  Semicarbazide (SCA)  ทดสอบปฏิกิริยาขา้ม บริษทั Sigma-Aldrich, USA 
64. Sodium bicarbonate  เตรียมสารละลายบฟัเฟอร์ บริษทั Sigma-Aldrich, USA 
65. Sodium cabonate  เตรียมอาหารเล้ียงเซลล ์ บริษทั Merck, Germany 
66. Sodium chloride  เตรียมสารละลายบฟัเฟอร์ บริษทั Merck, Germany 
67. Sodium dihydrogen phosphate   เตรียมสารละลายบฟัเฟอร์ บริษทั Carlo erba, USA 

68. Sodium dodecyl sulphate (SDS)  
เตรียมเจลในเทคนิค SDS-
PAGE 

บริษทั Sigma-Aldrich, USA 

69. Sodium pyruvate เตรียมอาหารเล้ียงเซลล ์ บริษทั Sigma-Aldrich, USA 
70. Sulfuric acid หยดุปฏิกิริยาของเอนไซม ์ บริษทั Merck, Germany 
71. N,N,N,N -Tetramethyl-Ethylene 
diamine (TEMED) 

เตรียมเจลในเทคนิค SDS-
PAGE 

บริษทั Pierce, USA 

72. Thymidin เตรียมอาหารเล้ียงเซลล ์ บริษทั Sigma-Aldrich, USA 
73. Tris (hydroxymethyl) aminomethane เตรียมสารละลายบฟัเฟอร์ บริษทั Sigma-Aldrich, USA 
74. Tween 20 เตรียมสารละลายบฟัเฟอร์ บริษทั Sigma-Aldrich, USA 

75. นมพร่องมนัเนย ทดสอบ ELISA 
บริษทั Mission health food, 
Thailand 

 

2.2 กำรเตรียมแอนตเิจนส ำหรับฉีดกระตุ้นหนูทดลอง (CPAOZ-cBSA ,AOZ-BSA) และแอนตเิจนส ำหรับ 

     เคลอืบจำน 96 หลุม (AOZ-OVA และ CPAOZ-OVA) 

         2.2.1 การเปล่ียนแปลงอนุพนัธ์ุของสาร AOZ เป็น CPAOZ 

                โดยน าสาร AOZ มาท าปฏิกิริยากับสาร 3-carboxybenzaldehyde (CBA) ด้วยวิธีการ reflux ซ่ึงมี dry 

pyridine เป็นตวักลางช่วยให้เกิดปฏิกิริยา และมี molecular sieve ช่วยดูดน ้ าท่ีเกิดข้ึนในปฏิกิริยา ท่ีอุณหภูมิ 92 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 16 ชัว่โมง หลงัจากนั้นดึง pyridine ออกจากระบบดว้ยแก๊สไนโตรเจน  ทดสอบผลการเกิดปฏิกิริยาดว้ยหลกัการของ

เทคนิค ทินเลเยอร์โครมาโทกราฟฟี (TLC) ดูแถบของสาร CPAOZ ด้วยแสงยูวี และดูแถบของสาร AOZ โดยยอ้มด้วย

สารละลายนินไฮดริน 
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2.2.2 การเช่ือมต่อ CPAOZ กบั cBSA และ AOZ กบั BSA 

    เน่ืองจากงานวจิยัน้ีเป็นการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ AOZ ซ่ึงเป็นสารเมแทบอไลตข์องยาไนโตรฟู

แรน ฟูราโซลิโดน ในขั้นตน้ท าการเตรียมอนุพนัธ์ุของ AOZ ให้อยู่ในรูปของ CPAOZ ซ่ึงเป็นสารท่ีมีโมเลกุลขนาดเล็กมี

คุณสมบติัเป็นแฮปเทน (hapten) ไม่สามารถกระตุน้การสร้างแอนติบอดีและใชใ้นการเคลือบจาน 96 หลุมท่ีผลิตจากพลาสติกได ้

ตอ้งมีการเช่ือมแฮปเทนกบัสารโมเลกุลใหญ่เช่น โปรตีน  จึงท าการเช่ือมต่อ CPAOZ กบัโปรตีนพาหะ cBSA (BSA ท่ีผ่าน

ปฏิกิริยาเพ่ือเพ่ิมจ านวนหมู่เอมีน ,cationized BSA) และ AOZ กบั BSA โดยใช ้ NHS และ EDC เป็นสารเช่ือมต่อ (coupling 

agent) โดยเร่ิมจากการน า CPAOZ หรือ AOZ ผสมกบั NHS  และ EDC  ละลายใน DMF  เขยา่ชา้ ๆ เป็นเวลา 2 ชัว่โมง จากนั้น

เติมสารละลาย BSA ใน 0.5 โมลาร์ carbonate buffer พีเอช 9.6 ลงไปทีละหยด กวนเบา ๆ ท่ีอุณหภูมิห้อง 2 ชัว่โมงแลว้จึงน าไป 

ไดแอไลซ์ดว้ย PBS ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยเปล่ียน PBS 5 คร้ัง ทุกๆ 6 ชัว่โมง น าสารละลายท่ีไดไ้ปหาปริมาณโปรตีน

ดว้ยวธีิ BCA และหาเปอร์เซนตข์องการเช่ือมติดสาร CPAOZ-ed-cBSA และ AOZ-BSA ดว้ยวธีิ TNBS ส าหรับใชเ้ป็นแอนติเจน

ส าหรับฉีดกระตุน้หนูทดลอง  

2.2.3 การเช่ือมต่อ AOZ และ CPAOZ กบั OVA  

    ท าการเช่ือมสาร AOZ และ CPAOZ กบั OVA ไดเ้ป็น AOZ-ed-OVA และ CPAOZ-ed-OVA เพื่อน าไป

เคลือบจานชนิด 96 หลุม (96 wells plate) ส าหรับใชห้าระดบัแอนติบอดีในซีรัมและคดัเลือกโคลนท่ีผลิตโมโนโคลนอล

แอนติบอดีต่อ AOZ และ CPAOZ โดยน าสาร AOZ และCPAOZ ละลายใน DMF เติม  EDC  หลงัจากนั้นค่อยๆเติม OVA ท่ี

ละลายในบฟัเฟอร์ 0.1 โมลาร์ ฟอสเฟตบฟัเฟอร์มี พีเอช 7.4 กวนเบาๆ ตั้งท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 2 ชัว่โมง น าไป dialysis เป็น

เวลา 3 วนั แลว้จึงน าสารละลายท่ีไดไ้ปหาปริมาณโปรตีนดว้ยวิธี BCA และหาเปอร์เซนตข์องการเช่ือมติดสาร AOZ-ed-OVA 

และ CPAOZ-ed-OVA ดว้ยวธีิ TNBS ส าหรับใชเ้ป็นแอนติเจนในการทดสอบ ELISA 

 2.2.4 การหาความเขม้ขน้ของโปรตีน โดยวธีิ BCA  

 ท าการหาความเขม้ขน้ของโปรตีนโดยใชชุ้ดทดสอบ BCATM Protein Assay Kit ของบริษทั Pierce โดยเจือ

จางโปรตีน BSA มาตรฐาน ให้มีความเขม้ขน้ 0 ,0.1 ,0.2 ,0.4 ,0.8 และ 1.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ดว้ย PBS และเจือจางสาร

ตวัอยา่ง จากนั้นเตรียม working reagent ดว้ยการผสมรีเอเจนต ์A กบั รีเอเจนต ์B ในอตัรส่วน 50:1 (ปริมาตรต่อปริมาตร) เติม

สารละลายโปรตีนมาตรฐาน และสารตัวอย่างท่ีเจือจางแต่ละความเข้มข้นลงในจานทดสอบชนิด 96 หลุม หลุมละ 25 

ไมโครลิตร เติม working reagent ลงไปในหลุม หลุมละ 200 ไมโครลิตร เขยา่ให้เขา้กนั บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 30 นาที จากนั้นวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 562 นาโนเมตร เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน และท าการ

ค านวณหาปริมาณโปรตีนของสารตวัอยา่ง 

 2.2.5 การวดัการเช่ือมติดของสารกบัโปรตีนพาหะ โดยวธีิ TNBS  

 ท าการวดัการเช่ือมติดของสารกบัโปรตีนพาหะ โดยวดัการเปล่ียนแปลงของหมู่เอมีนอิสระบนโปรตีนดว้ย

วิธี TNBS โดยเตรียมสารละลายโปรตีนพาหะ ไดแ้ก่ BSA และ OVA สารละลายของสารท่ีจะเช่ือมติดกบัโปรตีนพาหะ ไดแ้ก่ 
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AOZ และ CPAOZ ใหมี้ความเขม้ขน้ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ในสารละลายโซเดียมไบคาร์บอเนตบฟัเฟอร์ (sodium bicarbonate 

buffer) พีเอช 8.5 ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ เติมสารละลายโปรตีน และสารละลายตวัอยา่ง ปริมาตร 150 ไมโครลิตร ลงในหลุม

ทดสอบ จากนั้นเติมสารละลาย TNBS ความเขม้ขน้ 0.05 เปอร์เซนต ์(น ้ าหนกัต่อปริมาตร) ปริมาตร 75 ไมโครลิตร เขยา่ให้เขา้

กนั บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง จากนั้นเติม SDS ความเขม้ขน้ 10 เปอร์เซนต์ (น ้ าหนักต่อปริมาตร) 

ปริมาตร 75 ไมโครลิตร ตามดว้ย 1 นอร์มอล กรดไฮโดรคลอริก ปริมาตร 37.5 ไมโครลิตร น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความ

ยาวคล่ืน 335 นาโนเมตร จากนั้นน าค่าท่ีไดม้าค านวณหาเปอร์เซนตข์องหมู่เอมีนท่ีเช่ือมติดกบัสาร 

เปอร์เซนตก์ารเช่ือมติดของสารกบัโปรตีนพาหะ  เท่ากบั ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 335 นาโนเมตรของโปรตีนพาหะ 

ลบ ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 335 นาโนเมตรของโปรตีนท่ีเช่ือมกบัสาร หารดว้ยค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 

335 นาโนเมตรของโปรตีนพาหะ คูณ 100 

2.3 กำรกระตุ้นภูมคุ้ิมกนัของหนูทดลองให้สร้ำงแอนตบิอดต่ีอสำร AOZ และ NPAOZ 

2.3.1 การฉีดกระตุน้หนูทดลอง 

 ท าการฉีดกระตุน้ภูมิคุม้กนัของหนูทดลองสายพนัธ์ุ BALB/c เพศเมีย อาย ุ8 สัปดาห์ ดว้ยแอนติเจนท่ีเตรียม

ไดจ้ากขอ้ 2.2.2 (CPAOZ-cBSA) ซ่ึงการฉีดกระตุน้คร้ังแรก (Immunization) จะใชแ้อนติเจนปริมาณ 50 ไมโครกรัม (ต่อหนู 1 

ตวั) ผสมกบั  Freund’s complete adjuvant (FCA)  โดยฉีดเขา้ภายในช่องทอ้งหนู และท าการฉีดกระตุน้ซ ้ าอีก 4-6 คร้ัง  ทุกๆ 2 

อาทิตย ์โดยผสมแอนติเจน จากนั้นประมาณ 7-10 วนั ท าการเจาะเลือดหนูจากปลายหางเพื่อแยกซีรัมมาทดสอบดูระดบัของ

แอนติบอดี (antibody titer) ดว้ยวิธี Indirect ELISA ถา้ระดบัแอนติบอดียงัอยูใ่นระดบัต ่าก็ฉีดกระตุน้ซ ้ าดว้ยวิธีการเดิมทุกๆ 2 

อาทิตย ์เม่ือระดบัแอนติบอดีสูงมากพอ ท าการฉีดกระตุน้คร้ังสุดทา้ย ดว้ยแอนติเจนท่ีผสมกบัน ้ าเกลือเขา้ช่องทอ้งในปริมาณ 50 

ไมโครกรัมต่อหนูทดลองหน่ึงตวั ก่อนท าการหลอมรวมเซลล ์3 วนั ถดัไป 

 2.3.2 การทดสอบแอนติบอดี โดยวธีิ indirect ELISA 

 ท าการเคลือบหลุมของจาน ELISA ชนิด 96 หลุม ดว้ยแอนติเจน (CPAOZ-cBSA ,AOZ-BSA ,CPAOZ-

OVA ,AOZ-OVA ,BSA หรือ OVA) ความเขม้ขน้ 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 12 ชัว่โมง น ามาลา้งดว้ย PBS พีเอช 7.4 ท่ีมี tween 20 ความเขม้ขน้ 0.05 เปอร์เซนต ์(น ้ าหนกัต่อปริมาตร) 

(PBS-T) จ านวน 3 คร้ัง เติมสารละลายนมพร่องมนัเนย (skim milk) ความเขม้ขน้ 5 เปอร์เซนต ์(น ้ าหนกัต่อปริมาตร) ใน PBS 

หลุมละ 300 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ลา้งดว้ย PBS-T จ านวน 3 คร้ัง เติมตวัอยา่ง (ซีรัม

หนู หรือ อาหารเล้ียงเซลล)์ หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง ลา้งดว้ย PBS-T จ านวน 

3 คร้ัง เติมแอนติบอดีทุติยภูมิ goat anti mouse IgG ท่ีมีเอนไซม ์horseradish peroxidase เช่ือมติดอยู ่(GAM-HRP) หลุมละ 100 

ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ลา้งดว้ย PBS-T จ านวน 3 คร้ัง เติมสารละลายสับสเตรตของ

เอนไซม ์HRP ซ่ึงประกอบดว้ย 3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidine (TMB) และ H2O2 ละลายอยูใ่น 205 มิลลิโมลาร์ potassium 
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citrate buffer ,พีเอช 4.0 หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มในท่ีมืด อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 15 นาที เติม 1 โมลาร์ H2SO4 หลุมละ 100 

ไมโครลิตร เพ่ือหยดุปฏิกิริยาเอนไซม ์แลว้น าจานทดสอบชนิด 96 หลุม ไปวดัค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร 

      2.3.3 การทดสอบความจ าเพาะของแอนติบอดีต่อ AOZ หรือ NPAOZ โดยวธีิ Indirect competitive  

         ELISA 

ท าการทดสอบแอนติบอดีในซีรัมหนู หรือในอาหารเล้ียงเซลลไ์ฮบริโดมาท่ีสามารถจบักบั NPAOZ หรือ  

AOZ ท่ีอยูใ่นรูปอิสระ โดยเติมสารละลาย NPAOZ หรือสารท่ีตอ้งการทดสอบอ่ืนๆ ความเขม้ขน้ 20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงในจานทดสอบ ELISA ท่ีเคลือบดว้ย AOZ-OVA และผ่านการเติมสารละลายนมพร่องมนัเนย และ

ลา้งดว้ย PBS-T แลว้ จากนั้นเติมซีรัมหนูท่ีเจือจางแลว้ หรืออาหารเล้ียงเซลลท่ี์ใหผ้ลบวก (จากขอ้ 2.3.2) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 

ลงไปผสมกบัสารท่ีตอ้งการทดสอบ บ่มท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ขา้มคืน หรือ ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเวลเซียส เป็นเวลา 2 

ชัว่โมง จากนั้นท าตามขั้นตอนเดียวกบัวิธี indirect ELISA ถา้หลุมท่ีเติมสารทดสอบในรูปอิสระให้ค่าการดูดกลืนแสงท่ีต ่ากวา่

หลุมท่ีไม่เติมสาร แสดงวา่ แอนติบอดีในซีรัมหนู หรืออาหารเล้ียงเซลลส์ามารถจบักบัสารในรูปอิสระได ้

2.4 กำรเตรียมเซลล์โมโนคอลนอลแอนตบิอดทีีจ่ ำเพำะต่อสำร AOZ และ NPAOZ 

2.4.1 การหลอมรวมเซลล ์(cell fusion หรือ hybridization) 

             โดยน าเซลล์มา้มของหนูท่ีถูกกระตุน้ระบบภูมิคุม้กนัดว้ยแอนติเจน CPAOZ-cBSA หรือ AOZ-BSA เพื่อ

สร้างแอนติบอดีท่ีตอ้งการผสมกบัเซลลม์ยัอีโลมา ในอตัราส่วน 1:2 โดยท่ีเซลลท์ั้งสองจะถูกน ามาเล้ียงให้อยูใ่นระยะท่ีก าลงัจะ

แบ่งตวั มารวมกนัในหลอดฝาเกลียว ขนาด 50 มิลลิลิตร แลว้ค่อยๆ หยด 50 เปอร์เซนต ์พอลิเอทิลีนไกลคอล (น ้ าหนักต่อ

ปริมาตร) ปริมาณ 1 มิลลิลิตร ลงไปในตะกอนเซลลพ์ร้อมกบัหมุนหลอดชา้ๆ จากนั้นเติมอาหารเล้ียงเซลล ์RPMI 1640 ท่ีมี 10 

เปอร์เซนต ์FCS เพื่อลา้ง 50 เปอร์เซนต ์PEG ออกให้หมด ก่อนน าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 1000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที เพ่ือ

แยกตะกอนเซลลอ์อก โดยการเทส่วนใสท้ิง ท าเช่นน้ี 2 คร้ัง และเติมอาหารเล้ียงเซลล ์HAT ท่ีมี 20 เปอร์เซนต ์FCS ก่อนน า

เซลลไ์ปหยอดในจานเล้ียงเซลลช์นิด 96 หลุม จากนั้นน าไปเล้ียงในตูบ่้มอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ท่ีมี 5 เปอร์เซนต ์CO2  

  2.4.2 การเล้ียงและการคดัเลือกเซลลไ์ฮบริโดมาหลงัการหลอมรวมเซลล ์

  ภายหลงัการหลอมรวมเซลลแ์ลว้เติมอาหารเล้ียงเซลล ์HAT ท่ีมี 20 เปอร์เซนต ์FCS ทุก 3-4 วนั และเม่ือผ่าน

ไปแลว้ 6-7 วนั สังเกตเซลลไ์ฮบริโดมาในแต่ละหลุมโดยใชก้ลอ้งจุลทรรศน์ชนิดหัวกลบั (inverted microscope) จะเห็นโคลน

ของเซลลไ์ฮบริโดมามีลกัษณะกลมวาวและโปร่งแสงข้ึนเป็นกลุ่ม เม่ือเติมอาหารเล้ียงเซลลเ์ตม็หลุมแลว้จะตอ้งเปล่ียนอาหารใน

หลุมโดยจะใหอ้าหารเล้ียงเซลล ์HAT ท่ีมี 20 เปอร์เซนต ์FCS ประมาณ  3 สปัดาห์ จากนั้นจึงเปล่ียนเป็นอาหารเล้ียงเซลล ์HT ท่ี

มี 20 เปอร์เซนต ์FCS โดยจะสังเกตการเปล่ียนแปลงของสีอาหารเล้ียงเซลลถ์า้มีสีเหลืองไห้ดูดอาหารเล้ียงเซลลเ์ก่าท้ิงแลว้เติม

อาหารใหม่ลงไป เม่ือพบว่าเซลล์ไฮบริโดมาเจริญได้ประมาณ 2/3 ของพ้ืนท่ีก้นหลุมให้น าอาหารเล้ียงเซลล์มาตรวจหา

แอนติบอดีโดยวธีิ Indirect ELISA (ตามหวัขอ้ 2.3.2)  
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2.4.3 การตรวจหาเซลลไ์ฮบริโดมาท่ีผลิตแอนติบอดีต่อ AOZ หรือ NPAOZ โดยวธีิ indirect ELISA 

  เพ่ือตรวจหาเซลลไ์ฮบริโดมาท่ีผลิตแอนติบอดีต่อ AOZ และ NPAOZ จึงท าการเคลือบ จานทดสอบ ELISA 

ชนิด 96 หลุมดว้ยแอนติเจน 4 ชนิด คือ CPAOZ-OVA , AOZ-OVA , OVA และ BSA เพ่ือเปรียบเทียบค่าดูดกลืนแสงท่ีไดจ้าก

การท า indirect ELISA (ตามขอ้ 2.3.2) ถา้เซลลใ์นหลุมใดมีค่าดูดกลืนแสงของจานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลุมท่ีเคลือบดว้ย 

CPAOZ-OVA และ AOZ-OVA สูง และมีค่าดูดกลืนแสงของจานชนิด 96 หลุมท่ีเคลือบดว้ย OVA และ BSA ต ่า  ก็จะเลือกเซลล์

ในหลุมนั้นไปเล้ียงในจานเล้ียงเซลลช์นิด 24 หลุม และท าการทดสอบน ้ าเล้ียงเซลลแ์ลว้ให้ค่าเหมือนเดิม และท าการทดสอบ

ความสามารถของแอนติบอดีในการจบักบัสาร NPAOZ ในรูปอิสระ โดยวิธี indirect competitive ELISA ตามหัวขอ้ 2.3.3 เลือก

หลุมท่ีแอนติบอดีจบักบั NPAOZ ในรูปอิสระ จากนั้นจึงท าการโคลนเซลลเ์พื่อใหไ้ดเ้ซลลเ์ด่ียวต่อไป  

2.4.4 การแยกเซลลไ์ฮบริโดมาใหไ้ดเ้ซลลเ์ด่ียว (single cell cloning) โดยการท าใหเ้จือจางดว้ยวธีิ limiting    

         dilution 

  หลงัจากท่ีคดัเลือกจนไดเ้ซลล์ไฮบริโดมา (hybridoma cell) ท่ีตอ้งการแลว้เพ่ือให้มัน่ใจว่าเซลล์ท่ีแบ่งตวั

เพ่ิมข้ึนแต่ละเซลลมี์ตน้ก าเนิดจากเซลลเ์ดียว ซ่ึงวิธี limiting dilution ท าไดโ้ดยน าเซลลไ์ฮบริโดมาจากหลุมท่ีไดต้รวจสอบแลว้

วา่ผลิตแอนติบอดีต่อ AOZ และ NPAOZ มาเจือจางในอาหารเล้ียงเซลล ์RPMI 1640 ท่ีมี 20 เปอร์เซนต์ FCS โดยปรับความเจือ

จางของเซลลไ์ฮบริโดมาให้เท่ากบั 40 เซลลต์่อมิลลิลิตร ก่อนน ามาเจือจางแบบ 2 เท่า จนไดค้วามเจือจางของเซลลไ์ฮบริโดมา

เท่ากบั 5 เซลลต์่อมิลลิลิตร จากนั้นน าเซลลไ์ฮบริโดมาในแต่ละความเจือจางไปหยอดลงในจานชนิด 96 หลุมจ านวนความเจือ

จางละ 2 แถว (24 หลุม) จะไดเ้ซลลไ์ฮบริโดมาปริมาณ 8 ,4 ,2 และ 1 เซลล ์ต่อหลุม ตามล าดบั น าไปเล้ียงในตูบ่้มอุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส ท่ีมี CO2 5 เปอร์เซนต ์ประมาณ 14 วนั ก่อนตรวจดูดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์แบบหัวกลบัโดยท าเคร่ืองหมายหลุมท่ีมี 

1 เซลล์ เม่ือเซลล์เจริญได้ 2/3 ของพ้ืนท่ีกน้หลุม จึงน าอาหารเล้ียงเซลล์จากหลุมท่ีได้ท าเคร่ืองหมายไวแ้ลว้ไปตรวจหา

แอนติบอดีอีกคร้ังดว้ยวิธี indirect  ELISA และ indirect competitive ELISA ก่อนน าเซลลจ์ากหลุมท่ีให้ผลบวกมาท าการโคลน

เซลลซ์ ้ าอีกเป็นคร้ังท่ี 2 และ 3 เพ่ือใหแ้น่ใจวา่เซลลท่ี์ไดม้าจากเซลลไ์ฮบริโดมาท่ีมาจากตน้ก าเนิดจากเซลลลู์กผสมเร่ิมตน้เซลล์

เพียงเซลลเ์ดียว 

2.5 กำรศึกษำลกัษณะเบือ้งต้นของโมโนโคลนอลแอนตบิอดี 

  2.5.1 การตรวจสอบไอโซไทป์ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

  จะท าการตรวจหาไอโซไทป์ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี โดยใชชุ้ดทดสอบไอโซไทป์ (isotyping kit) 

ของบริษทั Sigma-Aldrich โดยน า Isotyping specific antibody ชนิด IgG1 ,IgG2a ,IgG2b ,IgG3 ,IgA และ IgM มาท าการเจือจาง 

1,000 เท่า ใน PBS น าไปเติมในจานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลุม หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 1 ชัว่โมง น ามาลา้งดว้ย PBS (พีเอช 7.4) ท่ีมี 0.05 เปอร์เซนต ์Tween 20 (PBS-T) จ านวน 3 คร้ัง เติมน ้ าเล้ียงเซลลโ์มโน

โคลนอลแอนติบอดีจากโคลนต่างๆ ท่ีตอ้งการตรวจสอบ ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 

ชัว่โมง จากนั้นลา้งส่วนท่ีไม่จบัออก เติมแอนติบอดีทุติยภูมิท่ีจ าเพาะต่อ mouse IgG ท่ีเช่ือมติดกบั HRP ซ่ึงจ าเพาะต่อ Fab (HRP-
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Rabbit anti-mouse IgG [Fab specific]) เจือจาง 2,000 เท่า ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็น

เวลา 30 นาที จากนั้นน ามาลา้งดว้ย PBS-T จ านวน 3 คร้ัง เติมสารละลายสับสเตรทของเอนไซม ์บ่มอุณหภูมิห้องในท่ีมืด เป็น

เวลา 10-15 นาที หยดุปฏิกิริยาเอนไซมด์ว้ย 1 โมลาร์ กรดซลัฟริูก ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม จากนั้นน าไปวดัค่าดูดกลืน

แสงท่ีความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร แอนติบอดีเป็นชนิดใดจะใหค้่าผลบวกตามชนิดของแอนติบอดีท่ีเคลือบหลุมไว ้

  2.5.2 การหาความเขม้ขน้ของแอนติเจนและแอนติบอดีท่ีเหมาะสม โดยวธีิ indirect ELISA 

  เน่ืองจากโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตไดจ้ากเซลลไ์ฮบริโดมาท่ีเล้ียงในขวดเล้ียงเซลลมี์ความเขม้ขน้มาก 

และไม่ทราบความเขม้ขน้ของแอนติบอดีท่ีแน่นอน ดงันั้น เม่ือน าไปใชท้ดสอบดว้ยวิธี ELISA อาจท าให้มีสัญญาณรบกวน

ส่งผลให้เกิดผลบวกเท็จได ้และยงัเป็นการส้ินเปลืองแอนติเจนและแอนติบอดีดว้ย  จึงตอ้งหาความเขม้ขน้และความเจือจางท่ี

เหมาะสมทั้งของแอนติเจนและแอนติบอดี ท่ีให้ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร ใกลเ้คียงกนักบัสูงสุดเม่ือ

เจือจางสูงสุด หรือประมาณ 1.0 – 1.5 เพ่ือน าความเขม้ขน้และความเจือจางท่ีไดน้ี้ไปใชส้ าหรับการทดสอบคุณสมบติัต่างๆ ของ

โมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อไป โดยจะท าการเคลือบจานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลุมดว้ย แอนติเจน AOZ-OVA ความ

เขม้ขน้ต่างๆ และเจือจางโมโนโคลนอลแอนติบอดีดว้ย PBS แลว้ท าการทดสอบดว้ยวธีิ Indirect ELISA (ตามหวัขอ้ 2.3.2) 

  2.5.3 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดี ดว้ยวธีิ Indirect competitive ELISA  

  การทดสอบความไว (sensitivity) ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อสารเมแทบอไลต ์AOZ ,NPAOZ  หรือ

ทดสอบปฏิกิริยาขา้มกบัสารในและนอกกลุ่มไนโตรฟูแรนเพ่ือทดสอบดูวา่โมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีได ้มีความจ าเพาะและ

ความไวต่อสาร  AOZ ,NPAOZ ปริมาณเท่าได และเกิดปฏิกิริยาขา้มกบัสารในและนอกกลุ่มไนโตรฟูแรนชนิดอ่ืนหรือไม่ จึง

ทดสอบดว้ยวธีิ Indirect competitive ELISA (ตามหวัขอ้ 2.3.3) ถา้โมโนโคลนอลแอนติบอดีมีความจ าเพาะต่อสารทดสอบ ก็จะ

ท าปฏิกิริยากบัสารทดสอบท่ีอยูใ่นรูปอิสระ ท าให้ค่าดูดกลืนแสงลดลงเม่ือเทียบกบัโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีไม่ไดเ้ติมสาร

ทดสอบ โดยจะคิดเป็นค่า inhibition concentration (IC50) และ limit of detection (LOD) ซ่ึงค่า  IC50  คือ  ค่าความเขม้ขน้ของ

สารท่ีท าใหค้่าดูดกลืนแสงในการท า competitive  indirect  ELISA ลดลง 50 เปอร์เซนต์ เม่ือเทียบกบัท่ีไม่มีสารแข่งขนั และค่า 

LOD คือ ค่าความเขม้ขน้ของสารท่ีนอ้ยท่ีสุดท่ีสามารถตรวจวดัได ้

น าค่าการดูดกลืนแสงท่ีไดจ้ากผล ELISA มาหาค่า IC50 ดว้ยโปรแกรม GraphPad Prism 4.03  โดยคิดเป็น 

50% B/Bo   

    IC50  = 50% B/Bo  

เม่ือ B  คือ ค่าการดูดกลืนแสงของผล ELISA ท่ีมีแอนติเจนท่ีตอ้งการวดัปฏิกิริยาขา้มท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ 

       

 Bo  คือ ค่าการดูดกลืนแสงของผล ELISA ท่ีไม่มีแอนติเจนท่ีตอ้งการวดัปฏิกิริยาขา้ม 

 และหาค่า limit of detection (LOD) ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อสารCPAMOZ โดยสูตรค านวณดงัน้ี 
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      LOD   =   Bo - 3SD 

เม่ือ Bo   คือ  ค่าดูดกลืนแสงของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีไม่ผสมไนโตรฟแูรน 

  SD   คือ ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

  

2.5.4 การทดสอบปฏิกิริยาขา้มโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อสารในกลุ่มและนอกกลุ่มไนโตรฟแูรน 
     

เพ่ือทดสอบดูวา่โมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีได ้ จะเกิดปฏิกิริยาขา้มกบัสารในกลุ่มและนอกกลุ่มไนโตรฟแูรน

หรือไม่ จึงทดสอบดว้ยวิธี Indirect competitive ELISA กบัสารอ่ืนท่ีอยูใ่นกลุ่มไนโตรฟูแรน ทั้งอยูใ่นรูปยาตั้งตน้ ไดแ้ก่ FZD, NFZ 

และ NFT รูปสารเมแทบอไลต ์ไดแ้ก่ AMOZ,  SCA  และ AHD รูปอนุพนัธ์ุของสาร ไดแ้ก่ NP-AMOZ , NP-SCA และ NP-AHD 

ตามล าดบั  สารนอกกลุ่มไนโตรฟูแรน ท่ีน ามาทดสอบ คือ CBA ซ่ึงเป็นสารท่ีใชใ้นการเปล่ียนแปลงอนุพนัธ์ุสาร AOZ เป็น CPAOZ 

สารในกลุ่มยาปฏิชีวนะ  ไดแ้ก่ คลอแรมเฟนิคอล  นอร์ฟลอกซาซิน เพนิซิลลินจี ฟมิูควนิ และ ออกซีเตตราไซคลิน สารในกลุ่มบีตา-

อะโกนิสต ์ไดแ้ก่ เคลนบูเทอรอล และ  ซลับูทามอล โดยเตรียมสารดงักล่าวท่ีความเขม้ขน้ 0 และ 20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร แลว้

น ามาผสมกบัโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีเจือจางใน PBS โดยท าการผสมกนัในอตัราส่วน 1:1 (v/v) ท้ิงไวข้า้มคืน แลว้ท าการทดสอบ

ดว้ยวิธี Indirect ELISA ตามขั้นตอนในขอ้ 2.5.3 

 เม่ือทดสอบความจ าเพาะของโมโนโคลนอลแอนติอบดีต่อสารไนโตรฟแูรนท่ีตอ้งการ และทดสอบปฏิกิริยาขา้ม

กบัสารต่างๆ แลว้ค านวณเป็นเปอร์เซ็นตป์ฏิกิริยาขา้ม (% cross-reactivity) โดยใชสู้ตรค านวณ ดงัน้ี 

 

เปอร์เซ็นตป์ฏิกิริยาขา้ม  =      IC50 ของ NPAOZ   x  100 

     

  

2.6 กำรเตรียมแอนตบิอดแีละท ำให้บริสุทธ์ิ  

  2.6.1 การเล้ียงเซลลแ์ละการเพ่ิมจ านวนเซลลใ์นภาชนะเล้ียงเซลล ์

 น าเซลลไ์ฮบริโดมาโคลนท่ีผลิตแอนติบอดีท่ีมีความจ าเพาะต่อ AOZ และ NPAOZ มาเล้ียงเพ่ิมจ านวนใน

อาหารเล้ียงเซลล ์RPMI 1640 ท่ีมี FCS 10 เปอร์เซนต ์โดยปริมาตร ในขวดเล้ียงเซลลป์ริมาตร 10 มิลลิลิตร เล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส ในตูเ้พาะเล้ียงเซลล์ควบคุมระดบัคาร์บอนไดออกไซด์ท่ี 5 เปอร์เซนต ์ เป็นเวลา 2 วนั จากนั้นถ่ายลงภาชนะ

ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในตูเ้พาะเล้ียงเซลลค์วบคุมระดบัคาร์บอนไดออกไซด์ท่ี 5 เปอร์เซนต ์

 IC50 ของสารท่ีทดสอบ 
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เป็นเวลา 2 วนั แลว้ท าการยา้ยเซลลล์งขวดเล้ียงเซลลท่ี์มีการป่ันกวนขนาด 1 ลิตร ปริมาตร 600 มิลลิลิตร ป่ันกวนดว้ยความเร็ว 

20 รอบต่อนาที เล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในตูเ้พาะเล้ียงเซลลค์วบคุมระดบัคาร์บอนไดออกไซด์ท่ี 5 เปอร์เซนต ์เล้ียง

เซลลเ์ป็นเวลา 7-10 วนั จนกระทัง่ไดป้ริมาณแอนติบอดีมากพอ จากนั้นจึงแบ่งใส่หลอดน าไปป่ันเหวี่ยงให้เซลลต์กตะกอนท่ี

ความเร็ว 1500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที แลว้แยกส่วนของเซลล์ท่ีตกตะกอนท้ิงไป เก็บส่วนของอาหารเล้ียงเซลล์ซ่ึงมี

แอนติบอดีไว ้เพื่อน าแอนติบอดีท่ีไดไ้ปท าใหบ้ริสุทธ์ิต่อไป 

2.6.2 การท าแอนติบอดีใหบ้ริสุทธ์ิดว้ย protein A หรือ protein G affinity chromatography  

        น าโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีมีความจ าเพาะต่อ AOZ และ NPAOZ โดยจะใช ้protein A หรือ protein G 

sepharose ข้ึนอยูก่บัไอโซไทป์ของแอนติบอดีท่ีได ้ โดยน าโปรตีน A หรือ G  sepharose แช่ใน PBS ท่ีอุณหภูมิห้อง แลว้น าไป

ใส่คอลมัน์ ปรับคอลมัน์ให้อยูใ่นสภาพสมดุลโดยเติม 0.1 โมลาร์ phosphate buffer, พีเอช 8.0 ปริมาตร  5 เท่าของคอลมัน์ น า

อาหารเล้ียงเซลลท่ี์ไดเ้ติมลงในคอลมัน์โดยใหมี้อตัราการไหลเท่ากบั 1 มิลลิลิตรต่อนาที ลา้งคอลมัน์ดว้ย 0.1 โมลาร์ phosphate 

buffer, พีเอช 8.0 ปริมาตร  5 เท่าของคอลมัน์  จากนั้นจึงชะแอนติบอดีออกโดยใช ้0.1 โมลาร์ citrate buffer, พีเอช 3.0  ปริมาตร  

3 เท่าของคอลมัน์ ให้มีอตัราการไหลเท่ากบั 1 มิลลิลิตรต่อนาที พร้อมกบัเก็บสารละลายท่ีออกจากคอลมัน์ใส่หลอดทดลอง 

หลอดละ 1 มิลลิลิตร และปรับ พีเอช สารละลายในหลอดทดลองให้เป็น 7.4 โดยใช ้1 โมลาร์ Tris buffer ,พีเอช 9.0 ปรับ

คอลมัน์ให้อยูใ่นสภาพสมดุลโดยเติม 0.1 โมลาร์ phosphate buffer ,พีเอช 8.0 ปริมาตร  5 เท่าของคอลมัน์ หลงัจากนั้นน า

สารละลายในหลอดทดลองแต่ละหลอดไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 280 นาโนเมตร ดว้ยเคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ แลว้เก็บ

สารละลายในหลอดท่ีใหค้่าการดูดกลืนแสงสูงมารวมกนัน าไปไดแอไลซ์ดว้ย PBS ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสโดยเปล่ียน PBS 

5 คร้ัง ทุก ๆ 6 ชัว่โมง  

2.6.3 การทดสอบความจ าเพาะของแอนติบอดีหลงัการท าใหบ้ริสุทธ์ิต่อ AOZ และ NPAOZ ในรูปอิสระ 

  หลงัจากท าโมโนโคลนอลแอนติบอดีให้บริสุทธ์ิ ไดท้ าการทดสอบวา่โมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีไดย้งัมี

ความสามารถในการจบักบั AOZ และ NPAOZ ในรูปอิสระอยูห่รือไม่ โดยวิธี indirect competitive ELISA ซ่ึงมีวิธีการทดสอบ

คือ เคลือบพ้ืนผิวของจาน 96 หลุม AOZ ท่ีเช่ือมต่อกบั OVA หลุมละ 100 ไมโครลิตร แลว้บ่มท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 12-16 ชัว่โมง น าแต่ละหลุมมาลา้งดว้ย PBS-T 3 คร้ัง เติมสารละลาย BSA 1 เปอร์เซนต์ หลุมละ 300 ไมโครลิตร บ่มท่ี

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ลา้งหลุมดว้ย PBST 3 คร้ัง เติม AOZ และ NPAOZ ในรูปอิสระท่ีความเขม้ขน้

ต่างๆ ลงไป 50 ไมโครลิตร และแอนติบอดี หลุมละ 50 ไมโครลิตร น าไปบ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส นาน 2 ชัว่โมง ลา้งแต่ละหลุม

ดว้ย PBS-T 3 คร้ัง เติมแอนติบอดีทุติยภูมิท่ีจ าเพาะต่อแอนติบอดีของหนู เช่ือมอยูก่บั HRP (HRP-labelled goat anti-mouse IgG) 

ท่ีเจือจาง 1:5,000 ใน PBS หลุมละ 100 ไมโครลิตร แลว้บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส 1 ชัว่โมง ลา้งหลุมดว้ย PBS-T 3 คร้ัง เติม

สารละลายสบัสเตรต ของเอนไซม ์ประกอบดว้ย TMB และ H2O2 ละลายใน 205 มิลลิโมลาร์ potassium citrate buffer ,พีเอช 4.0 

หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มในท่ีมืด อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 15 นาที เติม 1 โมลาร์ H2SO4 หลุมละ 100 ไมโครลิตร เพื่อหยดุ

ปฏิกิริยาเอนไซม ์แลว้น าไปวดัค่าดูดกลืนแสง 450 นาโนเมตร ดว้ยเคร่ือง ELISA microplate reader 
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ก) 

3. ผลกำรวจัิย (Results) 

3.1 กำรเตรียมแอนตเิจนส ำหรับฉีดกระตุ้นหนูทดลอง (CPAOZ-cBSA ,AOZ-BSA) และแอนตเิจนส ำหรับ 

     เคลอืบจำน 96 หลุม (CPAOZ-OVA และ AOZ-OVA) 

 สาร AOZ เป็นสารเมแทบอไลตข์องฟรูาโซลิโดน ซ่ึงเป็นยาในกลุ่มไนโตรฟแูรน มีโมเลกุลขนาดเล็ก มีคุณสมบติัเป็น

แฮปเทน (Hapten) ไม่สามารถกระตุน้ระบบภูมิคุม้กนัของหนูทดลองได ้และไม่สามารถเคลือบติดบนจาน 96 หลุม ได ้ดงันั้นจึง

ตอ้งเช่ือมต่อสาร AOZ กบัโปรตีนขนาดใหญ่ ไดแ้ก่ BSA และ OVA เพื่อน าไปฉีดกระตุน้หนู และเคลือบจาน 96 หลุม ส าหรับ

ทดสอบแอนติบอดีโดยวธีิ ELISA เพื่อให ้AOZ สามารถจบักบัโปรตีนไดดี้ข้ึนจึงท าการเปล่ียนแปลงอนุพนัธ์ของสาร AOZ ให้

เป็นสาร CPAOZ ซ่ึงมีโครงสร้างคลา้ยกบัสาร NPAOZ ซ่ึงเป็นอนุพนัธ์ของสาร AOZ ท่ีใชใ้นการตรวจวิเคราะห์ ผลการเปล่ียน 

AOZ ให้เป็นอนุพนัธ์ CPAOZ จากการวิเคราะห์สารท่ีสังเคราะห์ไดโ้ดยวิธี Thin layer chromatography (TLC) แสดงดงัรูปท่ี 1 

และน ามาค านวณค่าเคล่ือนท่ีสมัพทัธ์ (Rf) ไดค้่าดงัตารางท่ี 3 เปรียบเทียบค่า Rf ท่ีไดก้บัของ Copper และคณะ (2004) 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่1 โครมำโทแกรมจำกกำรวเิครำะห์ด้วย TLC ของสำรต่ำงๆในกำรสังเครำะห์ CPAOZ 

ก) ยอ้มดว้ยสารนินไฮดริน ข) ส่องภายใตแ้สงอลัตราไวโอเลต โดยท่ีช่องท่ี 1 คือ 3-carboxybenzaldehyde 

(CBA) ,2 คือ AOZ ,3 คือไพริดีน (pyridine) ,4 คือ ตวัอยา่งก่อนท ารีฟลคั ,5 คือ ตวัอยา่งหลงัท ารีฟลคั 

และ 6 คือ ตวัอยา่งท ารีฟลคัและใหแ้หง้โดยแก๊สไนโตรเจน 

 

 

 

ข) 
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ตำรำงที ่3 ค่ำ Rf ของสำรต่ำงๆในกำรสังเครำะห์ CPAOZ 

สำร 

ค่ำ Rf 

กำรทดลองนี ้ Copper และคณะ (2004) 

ย้อมด้วยนินไฮดริน 
ดูภำยใต้แสง

อลัตรำไวโอเลต 
ย้อมด้วยนินไฮดริน 

ดูภำยใต้แสง

อลัตรำไวโอเลต 

CBA - 0.08 - 0.11 

AOZ 0.18 - 0.27 - 

CPAOZ - - - 0.03 

ไพริดีน - 0.55 - - 

ตวัอยา่งก่อนท าการไหลกลบั

ดว้ยไพริดีน 

- 0.03 

- - 
- 0.09 

0.18 - 

- 0.53 

ตวัอยา่งหลงัท าการไหลกลบั

ดว้ยไพริดีน 

- 0.03 

- - 0.18 - 

- 0.53 

ตวัอยา่งหลงัท าใหแ้หง้โดยแก๊ส

ไนโตรเจน 

- 0.03 
- - 

0.18 - 

 

จากการค านวณค่า Rf ของผลิตภณัฑสุ์ดทา้ยท่ีไดห้ลงัจากการท าใหแ้หง้โดยแก็สไนโตรเจน พบวา่มีค่าเท่ากบั 0.03 และ 

0.18 เม่ือเปรียบเทียบค่า Rf  ท่ีได้ดงักล่าวกบัค่า Rf ของสารต่างๆในปฏิกิริยาสรุปไดว้่า น่าจะเป็นสาร CPAOZ และ AOZ 

ตามล าดบั และเม่ือท าการเปรียบเทียบค่า Rf  ของสาร CPAOZ ในการทดลองน้ีกบัของ Cooper และคณะ (2004) พบวา่ให้ค่า

เท่ากนั แสดงวา่สามารถท าการเตรียมสาร CPAOZ ไดส้ าเร็จ อยา่งไรก็ตาม ยงัสามารถตรวจพบ AOZ ในปริมาณนอ้ยได ้ทั้งน้ี



20 

เน่ืองจากในการสงัเคราะห์นั้นไดใ้ชส้าร AOZ ปริมาณมากเกินพอในการท าปฏิกิริยากบัสาร CBA ท าให้พบสาร AOZ เหลืออยู่

จากการท าปฏิกิริยา   

 เม่ือท าการเช่ือมต่อสาร CPAOZ และ AOZ กบัโปรตีนพาหะ ไดแ้ก่ BSA ,cBSA และ OVA และน าไปตรวจหาปริมาณ

โปรตีนโดยวธีิ BCA เปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐาน BSA (ตารางท่ี 1 รูปท่ี 1 ภาคผนวก) พบวา่สาร CPAOZ-cBSA ,AOZ-BSA 

,CPAOZ-OVA และ AOZ-OVA มีปริมาณโปรตีนเขม้ขน้ 2.14 ,9.70 ,8.40 และ 8.50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั จากนั้นน า

สารท่ีเตรียมไดม้าทดสอบหาเปอร์เซนตก์ารเช่ือมติดของสารกบัโปรตีนโดยวิธี TNBS โดยมีหลกัการคือ สาร TNBS จะไปจบั

กบัหมู่เอมีนอิสระแลว้เกิดปฏิกิริยาการเปล่ียนแปลงสีเป็นสีส้ม สามารถวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 335 นาโนเมตร 

และค านวณหาเปอร์เซนตก์ารเช่ือมติดของสารจาก เปอร์เซนตก์ารเช่ือมติดของสารกบัโปรตีนพาหะ เท่ากบั ค่าการดูดกลืนแสง

ท่ีความยาวคล่ืน 335 นาโนเมตรของโปรตีนพาหะ ลบ ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 335 นาโนเมตรของโปรตีนท่ีเช่ือมกบั

สาร หารดว้ยค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 335 นาโนเมตรของโปรตีนพาหะ คูณ 100 

ผลการทดสอบพบวา่ โปรตีน BSA ,OVA ,CPAOZ-cBSA  ,CPAOZ-OVA ,AOZ-BSA และ AOZ-OVA ท่ีความ

เขม้ขน้ 1,000     ไมโครกรัมต่อมิลลิลลิตร มีค่าการดูดกลืนแสงท่ี 335 นาโนเมตร เท่ากบั 0.878 ,0.585 ,0.824 ,0.530 ,0.825 และ 

0.532 ตามล าดบั คิดเป็นค่าเปอร์เซนต์ของการเช่ือมติดระหว่างสารและโปรตีนพาหะ ไดแ้ก่ CPAOZ-cBSA ,CPAOZ-OVA 

,AOZ-BSA และ AOZ-OVA เท่ากบั 11.29 ,9.40 ,6.04 และ 9.06 เปอร์เซนต ์ตามล าดบั ดงัตารางท่ี 4 

ตำรำงที ่4 ค่ำเปอร์เซนต์ของกำรเช่ือมตดิระหว่ำงสำรกบัโปรตนี ทีค่วำมเข้มข้นโปรตีน 1,000 ไมโครกรัมต่อมลิลลิติร 

สำรโปรตนีเข้มข้น 

1,000 ไมโครกรัมต่อมลิลลิติร 

ค่ำกำรดูดกลนืแสงทีค่วำมยำวคลืน่ 335 

นำโนเมตร 

เปอร์เซนต์กำรเช่ือมตดิ 

BSA 0.878 - 

cBSA 0.917 - 

OVA 0.585 - 

CPAOZ-cBSA 0.824 11.29 

CPAOZ-OVA 0.530 9.40 

AOZ-BSA 0.825 6.04 

AOZ-OVA 0.532 9.06 
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3.2 กำรกระตุ้นระบบภูมคุ้ิมกนัของหนูให้สร้ำงแอนตบิอดต่ีอสำร NPAOZ หรือ AOZ 

 ท าการฉีดกระตุน้ภูมิคุม้กนัของหนูทดลองสายพนัธ์ุ BALB/c เพศเมีย อาย ุ8 สปัดาห์ โดยแบ่งหนูเป็น 2 ชุด ชุดท่ี 1 ฉีด

กระตุน้ดว้ยสาร CPAOZ-cBSA ชุดท่ี 2 กระตุน้ดว้ยสาร AOZ-BSA ซ่ึงการฉีดกระตุน้คร้ังแรก (Immunization) จะใชแ้อนติเจน

ปริมาณ 50 ไมโครกรัม (ต่อหนู 1 ตวั) ผสมกบั  Freund’s complete adjuvant (FCA)  โดยฉีดเขา้ภายในช่องทอ้งหนู และท าการ

ฉีดกระตุน้ซ ้ าอีก ทุกๆ 2 อาทิตย ์จ านวน 4-6 คร้ัง  โดยผสมแอนติเจนกบั Freund’s incomplete adjuvant (FICA) จากนั้น

ประมาณ 7-10 วนั ท าการเจาะเลือดหนูจากปลายหางเพื่อแยกซีรัมมาทดสอบดูระดบัของแอนติบอดี (antibody titer) ดว้ยวิธี 

Indirect ELISA โดยผลการทดสอบแอนติบอดีในซีรัมของหนู ไดผ้ลดงัแสดงในตารางท่ี 5 พบวา่ เม่ือท าการทดสอบปริมาณ

แอนติบอดีในซีรัมหนูดว้ยวิธี indirect ELISA โดยเคลือบหลุมดว้ย AOZ-BSA เปรียบเทียบกบั CPAOZ-cBSA ท าการเจือจาง

ซีรัมหนูดว้ย BSA ความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซนต ์ละลายใน PBS (น ้ าหนกัต่อปริมาตร) (เพื่อให้ BSA จบักบัแอนติบอดีต่อ BSA ใน

ซีรัม) เจือจางท่ีการเจือจาง 1:500 ถึง 1:1,024,000 เท่า ผลการทดสอบแอนติบอดีในซีรัมหนู พบวา่ ซีรัมหนูชุดท่ี 1 ท่ีไดรั้บการ

ฉีดกระตุน้ดว้ย CPAOZ-cBSA ท าปฏิกิริยาไดดี้กบั AOZ-BSA และ CPAOZ-cBSA ให้ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 450 

นาโนเมตร สูงสุดประมาณ 1.7 และใหค้่าไตเตอร์ ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร  เท่ากบั 0.3 ในระดบัสูงคือ 

1:1,024,000 และ 1:128,000 ตามล าดบั ส่วนซีรัมหนูชุดท่ี 2 ท่ีไดรั้บการกระตุน้ดว้ย AOZ-BSA ท าปฏิกิริยาจบักบัแอนติเจน 

AOZ-BSA ได้ดีกว่า CPAOZ-cBSA ให้ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร สูงสุดประมาณ 1.7 และ 1.3 

ตามล าดบั และใหค้่าไตเตอร์ สูงกวา่ 1:1,024,000 และ 1:4,000 ตามล าดบั  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



22 

ตำรำงที ่5 แสดงค่ำกำรดูดกลนืแสงทีค่วำมยำวคลืน่ 450 นำโนเมตร ของผลกำรทดสอบแอนตบิอดี 

    ในซีรัมหนูโดยวธีิ indirect ELISA ของหนูชุดที ่1 ซ่ึงฉีดกระตุ้นด้วย CPAOZ-cBSA และ หนู 

    ชุดที ่2 ซ่ึงฉีดกระตุ้นด้วย AOZ-BSA 

 

เจอืจำง 

ซีรัมหนู 

( X 103 เท่ำ) 

ค่ำกำรดูดกลนืแสงทีค่วำมยำวคลืน่ 450 นำโนเมตร 

เคลอืบหลุมทดสอบด้วย CPAOZ-cBSA เคลอืบหลุมทดสอบด้วย AOZ-BSA 

หนูชุดที ่1 

กระตุ้นด้วย CPAOZ-cBSA 

หนูชุดที ่2 

กระตุ้นด้วย AOZ-BSA 

หนูชุดที ่1 

กระตุ้นด้วย CPAOZ-cBSA 

หนูชุดที ่2 

กระตุ้นด้วย AOZ-BSA 

ตัวที่ 1 ตัวที่ 2 ตัวที่ 3 ตัวที่ 1 ตัวที่ 2 ตัวที่ 3 ตัวที่ 1 ตัวที่ 2 ตัวที่ 3 ตัวที่ 1 ตัวที่ 2 ตัวที่ 3 

0.5 1.77 1.78 1.75 1.10 1.59 1.28 1.75 1.75 1.74 1.78 1.79 1.75 

1 1.72 1.75 1.74 0.73 1.19 0.86 1.73 1.72 1.73 1.75 1.75 1.74 

2 1.77 1.79 1.78 0.48 0.74 0.53 1.76 1.73 1.77 1.79 1.79 1.78 

4 1.78 1.79 1.78 0.31 0.50 0.32 1.75 1.62 1.76 1.80 1.79 1.77 

8 1.79 1.82 1.80 0.25 0.42 0.26 1.66 1.40 1.71 1.85 1.85 1.81 

16 1.76 1.78 1.77 0.20 0.31 0.22 1.40 1.05 1.47 1.83 1.82 1.78 

32 1.70 1.73 1.64 0.16 0.23 0.18 0.92 0.70 1.17 1.76 1.77 1.78 

64 1.49 1.64 1.33 0.11 0.14 0.17 0.55 0.41 0.79 1.74 1.74 1.75 

128 1.14 1.32 0.94 0.08 0.10 0.15 0.34 0.22 0.48 1.79 1.77 1.76 

256 0.81 0.99 0.65 0.08 0.08 0.16 0.21 0.12 0.28 1.79 1.77 1.76 

512 0.53 0.62 0.42 0.09 0.09 0.14 0.16 0.11 0.20 1.82 1.78 1.81 

1,024 0.33 0.40 0.31 0.11 0.12 0.14 0.12 0.11 0.16 1.79 1.66 1.73 

ท าการฉีดกระตุน้หนูชุดท่ี 3 จ านวน 3 ตวั ดว้ย CPAOZ-cBSA หลงัจากฉีดกระตุน้จ านวน 4 คร้ัง ทดสอบแอนติบอดี

ในซีรัมหนูโดยวิธี indirect ELISA โดยเคลือบหลุมท่ีทดสอบดว้ย AOZ-OVA ,BSA และ OVA เม่ือเจือจางซีรัมหนูดว้ย BSA 
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ความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซนต ์ละลายใน PBS (น ้ าหนกัต่อปริมาตร) ท่ีการเจือจาง 1:500 ถึง 1:256,000 ไดผ้ลดงัตารางท่ี 6 หนูทั้ง 3 

ตวั ผลิตแอนติบอดีในระดบัสูง ใหค้่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร  สูงประมาณ 1.8 และหนูตวัท่ี 1 ,2 และ 3 

มีค่าไตเตอร์ 1:64,000 ,สูงกวา่ 1:256,000 และ 1:128,000 ตามล าดบั แอนติบอดีในซีรัมหนูไม่จบักบัหลุมท่ีเคลือบดว้ย BSA และ 

OVA  

ตำรำงที ่6 แสดงค่ำกำรดูดกลนืแสงทีค่วำมยำวคลืน่ 450 นำโนเมตร ของผลกำรทดสอบแอนตบิอดีในซีรัมหนู 

   โดยวธีิ indirect ELISA ของหนูชุดที ่3 ซ่ึงฉีดกระตุ้นด้วย CPAOZ-cBSA 

 

เจอืจำง 

ซีรัมหนู 

( X 103 เท่ำ) 

ค่ำกำรดูดกลนืแสงทีค่วำมยำวคลืน่ 450 นำโนเมตร 

เคลอืบหลุมด้วย AOZ-OVA 

1 ไมโครกรัมต่อมลิลลิติร 

เคลอืบหลุมด้วย BSA 

1 ไมโครกรัมต่อมลิลลิติร 

เคลอืบหลุมด้วย OVA 

1 ไมโครกรัมต่อมลิลลิติร 

ตวัที ่1 ตวัที ่2 ตวัที ่3 NMS ตวัที ่1 ตวัที ่2 ตวัที ่3 NMS ตวัที ่1 ตวัที ่2 ตวัที ่3 NMS 

0.5 1.71 1.82 1.82 0.15 0.28 0.34 0.63 0.16 0.23 0.28 0.42 0.18 

1 1.60 1.81 1.80 0.13 0.19 0.22 0.41 0.12 0.15 0.19 0.27 0.18 

2 1.41 1.75 1.69 0.11 0.15 0.16 0.26 0.10 0.13 0.14 0.20 0.15 

4 1.15 1.76 1.60 0.09 0.11 0.12 0.17 0.09 0.11 0.10 0.15 0.14 

8 0.84 1.69 1.34 0.09 0.13 0.12 0.15 0.11 0.11 0.09 0.10 0.12 

16 0.58 1.61 1.04 0.09 0.15 0.10 0.13 0.12 0.10 0.08 0.09 0.13 

32 0.37 1.44 0.68 0.08 0.14 0.08 0.10 0.10 0.10 0.08 0.10 0.14 

64 0.25 1.16 0.44 0.08 0.13 0.09 0.10 0.09 0.12 0.07 0.10 0.15 

128 0.17 0.86 0.26 0.08 0.15 0.09 0.08 0.11 0.09 0.08 0.08 0.13 

256 0.14 0.57 0.17 0.09 0.18 0.10 0.11 0.12 0.10 0.07 0.09 0.12 

1%BSA 0.13 0.11 0.12 0.17 0.26 0.19 0.17 0.19 0.15 0.12 0.12 0.17 

PBS 0.08 0.07 0.07 0.08 0.10 0.08 0.08 0.09 0.08 0.08 0.08 0.09 
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NMS = ซีรัมหนูปกต ิ

จากนั้น น าแอนติบอดีในซีรัมหนูชุดท่ี 3 ไปทดสอบการจบักบั AOZ ,CPAOZ และ NPAOZ ในรูปอิสระ โดยวิธี 

indirect competitive ELISA โดยเคลือบหลุมดว้ย AOZ-OVA เจือจางแอนติบอดีในซีรัมหนูดว้ยสารละลาย BSA ความเขม้ขน้ 1 

เปอร์เซนต ์ใน PBS (น ้ าหนกัต่อปริมาตร) โดยหนูตวัท่ี 1 ,2 และ 3 เจือจางท่ี 1:4,000 ,1:64,000 และ 1:16,000 ตามล าดบั ท า

ปฏิกิริยากบั AOZ ,CPAOZ และ NPAOZ ในรูปอิสระ ท่ีความเขม้ขน้ 0 – 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  ไดผ้ลค่าการดูดกลืนแสงท่ี

ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร ดงัตารางท่ี 7 และเม่ือน าค่าการดูดกลืนแสงท่ีไดม้าค านวณหาค่า IC50 พบวา่ แอนติบอดีในเลือด

หนูทั้ง 3 ตวั มีความสามารถจบักบั CPAOZ และ NPAOZ ในรูปอิสระไดดี้ โดยมีค่า IC50 ดงัต่อไปน้ี หนูตวัท่ี 1 มีค่า IC50 เท่ากบั 

0.78 และ 6.25 หนูตวัท่ี 2 มีค่า IC50 0.012 และ 0.049 หนูตวัท่ี 3 มีค่า IC50 เท่ากบั 0.586 และ 6.25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

ตามล าดบั มีเพียงหนูตวัท่ี 2 เท่านั้นท่ีแอนติบอดีในซีรัมสามารถจบักบั AOZ ในรูปอิสระไดโ้ดยมีค่า IC50 เท่ากบั 25 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร ดงัแสดงในตารางท่ี 8 
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ตำรำงที ่7 ผลกำรทดสอบแอนตบิอดใีนซีรัมหนูในกำรจบักบั AOZ ,CPAOZ และ NPAOZ ในรูปอสิระ โดยวธีิ  

   indirect competitive ELISA เคลอืบหลุมทดสอบด้วย AOZ-BSA ของหนูชุดที ่3 ซ่ึงฉีดกระตุ้นด้วย  

   CPAOZ-cBSA 

ควำมเข้มข้นของ

สำร 

( ไมโครกรัมต่อ

มิลลลิติร ) 

ค่ำกำรดูดกลนืแสงที่ควำมยำวคลืน่ 450 นำโนเมตร 

ซีรัมหนูตัวที่ 1 ซีรัมหนูตัวที่ 2 ซีรัมหนูตัวที่ 3 

AOZ CPAOZ NPAOZ AOZ CPAOZ NPAOZ AOZ CPAOZ NPAOZ 

0 1.45 1.49 1.41 1.43 1.43 1.41 1.62 1.61 1.54 

0.003 1.44 1.46 1.44 1.39 1.06 1.29 1.59 1.57 1.57 

0.006 1.41 1.41 1.43 1.35 0.91 1.31 1.57 1.58 1.56 

0.012 1.44 1.40 1.41 1.38 0.76 1.18 1.61 1.52 1.51 

0.024 1.41 1.33 1.38 1.28 0.62 0.87 1.55 1.45 1.48 

0.049 1.40 1.26 1.34 1.30 0.46 0.77 1.52 1.38 1.42 

0.098 1.38 1.17 1.28 1.28 0.37 0.59 1.55 1.24 1.32 

0.196 1.37 1.05 1.21 1.31 0.31 0.53 1.51 1.03 1.10 

0.391 1.42 0.91 1.27 1.39 0.21 0.78 1.61 0.95 1.25 

0.781 1.44 0.69 1.13 1.32 0.14 0.51 1.58 0.67 1.18 

1.563 1.29 0.51 1.01 1.22 0.11 0.36 1.56 0.50 1.07 

3.125 1.32 0.36 0.87 1.09 0.09 0.24 1.56 0.37 0.88 

6.25 1.39 0.26 0.70 0.94 0.09 0.17 1.53 0.30 0.71 

12.5 1.37 0.20 0.52 0.82 0.07 0.12 1.52 0.28 0.55 

25 1.39 0.18 0.37 0.73 0.09 0.10 1.49 0.27 0.44 

50 1.44 0.18 0.28 0.69 0.11 0.11 1.55 0.23 0.36 
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ตำรำงที ่8 แสดงค่ำ IC50 ของกำรจบักนัของแอนตบิอดใีนซีรัมหนูกบัสำร AOZ ,CPAOZ และ NPAOZ ในรูปอสิระ 

 

หนูตวัที ่ 

IC50 (ไมโครกรัมต่อมลิลลิติร) 

สำร AOZ สำร CPAOZ สำร NPAOZ 

1 > 50 0.781 6.250 

2 25 0.024 0.049 

3 > 50 0.586 6.250 

 

 ท าการฉีดกระตุน้หนูชุดท่ี 4 จ านวน 3 ตวั ดว้ย AOZ-BSA หลงัจากกระตุน้ 4 คร้ัง ทดสอบแอนติบอดีในซีรัมหนูโดย

ใชว้ิธี indirect ELISA แอนติเจนท่ีใชใ้นการเคลือบหลุมไดแ้ก่ AOZ-BSA ,AOZ-OVA ,CPAOZ-OVA ,BSA และ OVA ไดผ้ล

ดงัตารางท่ี 9 เม่ือเจือจางซีรัมหนูทั้ง 3 ตวั ดว้ย สารละลาย BSA ความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซนต ์ใน PBS (น ้ าหนกัต่อปริมาตร) ท่ีการ

เจือจาง 1:500 ถึง 1:256,000 พบวา่ แอนติบอดีในซีรัมหนูท่ีได ้ท าปฏิกิริยาเฉพาะกบัแอนติเจน AOZ-BSA ใหค้่าการดูดกลืนแสง

ท่ีความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร สูงสุดประมาณ 2.7 และค่าไตเตอร์ เท่ากับ 1:256,000 จากนั้ นน าซีรัมหนูไปทดสอบ

ความสามารถในการจบักบัสารในรูปอิสระ 
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ตำรำงที่ 9 แสดงค่ำกำรดูดกลืนแสงที่ควำมยำวคลื่น 450 นำโนเมตร ของผลกำรทดสอบแอนติบอดีในซีรัมหนูโดยวิธี indirect 

ELISA เคลอืบหลุมด้วย AOZ-BSA ,AOZ-OVA ,CPAOZ-OVA ,BSA และ OVA ของหนูชุดที ่4 ซ่ึงฉีดกระตุ้นด้วย CPAOZ-

cBSA 

เจือจำง 

ซีรัมหนู 

( X103 เท่ำ ) 

ค่ำกำรดูดกลนืแสงทีค่วำมยำวคลืน่ 450 นำโนเมตร 

AOZ-BSA AOZ-OVA CPAOZ-OVA BSA OVA 

1 2 3 NM 1 2 3 NM 1 2 3 NM 1 2 3 NM 1 2 3 NM 

0.5 2.9 2.7 2.7 0.2 0.4 0.4 0.5 0.2 0.5 0.5 0.5 0.2 1.0 1.6 1.5 0.1 0.3 0.3 0.5 0.2 

1 2.6 2.7 2.4 0.2 0.3 0.3 0.3 0.2 0.4 0.4 0.3 0.1 0.7 1.1 1.1 0.1 0.2 0.2 0.3 0.1 

2 2.5 2.7 2.4 0.2 0.2 0.2 0.3 0.2 0.3 0.4 0.2 0.2 0.4 0.8 0.7 0.1 0.2 0.2 0.2 0.2 

4 

8 

16 

32 

64 

128 

256 

2.3 

2.1 

1.6 

1.3 

0.8 

0.6 

0.3 

2.5 

2.5 

2.3 

2.1 

1.6 

1.2 

0.7 

2.2 

1.9 

1.2 

0.9 

0.5 

0.3 

0.2 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.2 

0.2 

0.2 

0.1 

0.1 

0.2 

0.1 

0.2 

0.2 

0.2 

0.2 

0.1 

0.1 

0.1 

0.2 

0.2 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.2 

0.2 

0.2 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.3 

0.4 

0.2 

0.2 

0.1 

0.1 

0.1 

0.2 

0.3 

0.2 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.3 

0.2 

0.2 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.5 

0.4 

0.2 

0.2 

0.1 

0.1 

0.1 

0.4 

0.3 

0.2 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

 

 เม่ือท าการทดสอบแอนติบอดีในซีรัมหนูชุดท่ี 4 ท่ีการเจือจาง 1:16,000 กบัสาร FZD ,AOZ ,CPAOZ และ NPAOZ ใน

รูปอิสระ โดยวธีิ indirect competitive ELISA ท่ีความเขม้ขน้ของสาร 0 – 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยเคลือบหลุมดว้ย AOZ-

BSA พบวา่ แอนติบอดีในซีรัมหนูท่ีไดไ้ม่จบักบัสารทั้ง 4 ตวั ในรูปอิสระ ดงัแสดงในตารางท่ี 10 ท่ีความเขม้ขน้ของสารสูงสุด 

10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ใหค้่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร ใกลเ้คียงกบัท่ีความเขม้ขน้ของสารเท่ากบั 0 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (ค่า IC50 สูงกว่า 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) แอนติบอดีในซีรัมหนูชุดท่ี 4 ไม่จบักบั FZD ,AOZ 

,CPAOZ และ NPAOZ ในรูปอิสระ 
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ตำรำงที ่10 แสดงค่ำกำรดูดกลืนแสงที่ควำมยำวคลื่น 450 นำโนเมตร ของผลกำรท ำปฏิกิริยำของแอนติบอดีในซีรัมหนูชุดที่ 4 

ซ่ึงฉีดกระตุ้นด้วย AOZ-BSA กบัสำร FZD ,AOZ ,CPAOZ และ NPAOZ ในรูปอสิระ โดยใช้วธีิ indirect competitive ELISA 

ควำมเข้มข้น

ของสำร 

( ไมโครกรัมต่อ

มลิลลิติร ) 

ค่ำกำรดูดกลนืแสงทีค่วำมยำวคลืน่ 450 นำโนเมตร 

หนูตวัที ่1 หนูตวัที ่2 หนูตวัที ่3 

FZD AOZ CPAOZ NPAOZ FZD AOZ CPAOZ NPAOZ FZD AOZ CPAOZ NPAOZ 

0 0.88 0.91 0.88 0.91 1.75 1.75 1.75 1.75 0.58 0.59 0.52 0.55 

0.00001 0.90 0.89 0.83 0.87 1.84 1.79 1.84 1.85 0.61 0.60 0.61 0.59 

0.0001 

0.001 

0.99 

0.94 

0.95 

0.89 

0.93 

0.87 

0.90 

0.90 

1.77 

1.79 

1.82 

1.82 

1.82 

1.80 

1.79 

1.81 

0.62 

0.63 

0.63 

0.60 

0.59 

0.60 

0.58 

0.59 

0.01 0.85 0.84 0.85 0.82 1.74 1.78 1.74 1.76 0.57 0.57 0.56 0.56 

0.1 0.86 0.84 0.82 0.81 1.81 1.79 1.80 1.81 0.60 0.60 0.58 0.60 

1 0.90 0.92 0.92 0.87 1.81 1.74 1.77 1.42 0.60 0.61 0.59 0.60 

10 0.88 0.97 0.99 0.98 1.80 1.79 1.86 1.88 0.65 0.60 0.61 0.60 

 

 เม่ือท าการฉีดกระตุน้หนูชุดท่ี 5 จ านวน 2 ตวัดว้ยแอนติเจน CPAOZ-cBSA และท าการทดสอบแอนติบอดีในซีรัมหนู

ดว้ยวิธี Indirect ELISA แอนติเจนท่ีใชใ้นการเคลือบหลุม ไดแ้ก่ CPAOZ-BSA ,AOZ-BSA ,CPAOZ-OVA ,AOZ-OVA ,BSA 

และ OVA โดยเจือจางซีรัมหนูดว้ย สารละลาย BSA ความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซนต ์ใน PBS (น ้ าหนกัต่อปริมาตร) ท่ีการเจือจาง 

1:500 ถึง 1:256,000 พบว่า แอนติบอดีในซีรัมหนูทั้ง 2 ตวั ไม่ท าปฏิกิริยากบั BSA แอนติบอดีในซีรัมหนูตวัท่ี 1 และ 2 ท า

ปฏิกิริยากบั CPAOZ –cBSA ,CPAOZ-OVA ท่ีระดบัไตเตอร์สูงกวา่ 1:1,024,000 ท าปฏิกิริยากบั AOZ-BSA ระดบัไตเตอร์ 

1:16,000 และ 1:2,000 ตามล าดบั ท าปฏิกิริยา AOZ-OVA ท่ีระดบัไตเตอร์ 1:512,000 และ 1:1,024,000 ตามล าดบั และซีรัมของ

หนูทั้ง 2 ตวั ท าปฏิกิริยากบั OVA ท่ีระดบัไตเตอร์ 1:256,000 แสดงวา่แอนติบอดีในซีรัมบางส่วนท าปฏิกิริยากบั OVA ได ้ผล

แสดงดงัตารางท่ี 11 
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ตำรำงที่ 11 แสดงค่ำกำรดูดกลืนแสงกำรท ำปฏิกิริยำของแอนติบอดีในซีรัมหนู โดยวิธี indirect ELISA ของหนูชุดที่ 5 ซ่ึงฉีด

กระตุ้นด้วย CPAOZ-cBSA 

เจือจำง 

ซีรัมหนู 

( X 103 เท่ำ ) 

ค่ำกำรดูดกลนืแสงทีค่วำมยำวคลืน่ 450 นำโนเมตร 

CPAOZ-cBSA AOZ-BSA CPAOZ-OVA AOZ-OVA BSA OVA 

1 2 NMS 1 2 NMS 1 2 NMS 1 2 NMS 1 2 NMS 1 2 NMS 

0.5 2.86 2.85 0.15 1.90 0.69 0.13 2.85 3.20 0.17 2.76 2.84 0.16 0.25 0.30 0.12 2.80 3.10 0.15 

1 2.99 2.78 0.12 1.61 0.52 0.09 2.94 3.14 0.14 2.80 2.98 0.14 0.17 0.19 0.10 2.82 3.05 0.11 

2 2.94 2.85 0.09 1.13 0.33 0.08 2.86 3.00 0.11 2.66 2.75 0.12 0.13 0.13 0.09 2.63 2.75 0.09 

4 3.00 2.75 0.08 0.63 0.24 0.08 2.92 2.90 0.09 2.63 2.66 0.10 0.10 0.10 0.08 2.66 2.56 0.08 

8 2.93 2.70 0.09 0.40 0.15 0.09 2.93 2.70 0.09 2.38 2.56 0.13 0.15 0.08 0.10 2.20 2.16 0.10 

16 2.90 2.80 0.08 0.29 0.11 0.07 2.81 2.80 0.10 2.09 2.42 0.12 0.10 0.08 0.10 1.76 1.67 0.08 

32 2.88 2.62 0.08 0.19 0.09 0.07 2.74 2.70 0.09 1.68 2.14 0.12 0.07 0.07 0.08 1.20 1.07 0.08 

64 2.74 2.82 0.07 0.12 0.08 0.07 2.55 2.65 0.11 1.18 1.87 0.15 0.07 0.07 0.08 0.75 0.68 0.08 

128 2.55 2.55 0.08 0.09 0.08 0.06 2.35 2.57 0.11 0.83 1.28 0.11 0.07 0.09 0.08 0.46 0.40 0.08 

256 2.42 2.43 0.09 0.08 0.08 0.06 2.04 2.35 0.10 0.60 0.90 0.16 0.07 0.08 0.08 0.29 0.25 0.07 

512 2.00 2.23 0.08 0.09 0.06 0.06 1.53 2.00 0.11 0.35 0.57 0.12 0.07 0.07 0.08 0.18 0.17 0.07 

1,024 1.46 1.88 0.07 0.09 0.06 0.06 1.00 1.56 0.08 0.21 0.38 0.09 0.07 0.07 0.08 0.13 0.12 0.07 

 

 หลงัการฉีดกระตุน้หนูดว้ย CPAOZ-cBSA หรือ AOZ-BSA ในหนูจ านวน 5 ชุด และตรวจหาระดบัการผลิตแอนติบอดีใน

ซีรัมหนูสรุปผลดงัตารางท่ี 12  หนูท่ีฉีดกระตุน้ดว้ย CPAOZ-cBSA แอนติบอดีในซีรัมสามารถท าปฏิกิริยากบัแอนติเจน CPAOZ-cBSA 

,CPAOZ-OVA ,AOZ-OVA และ AOZ-BSA แต่หนูท่ีฉีดกระตุน้ดว้ย AOZ-BSA แอนติบอดีท่ีไดจ้บัเฉพาะ AOZ-BSA   
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ตำรำงที ่12 กำรหำระดบัแอนตบิอดใีนซีรัมหนูทีไ่ด้รับกำรกระตุ้น 

 

หนูชุดที ่

 

แอนติเจน 

ที่ใช้กระตุ้น 

ระดบัแอนตบิอดใีนซีรัมหนู ทดสอบโดยวธีิ indirect ELISA ( x 103 )  

แอนตเิจนทีใ่ช้เคลอืบหลุม 

CPAOZ-cBSA CPAOZ-

OVA 

AOZ-BSA AOZ-OVA BSA OVA 

1 (3 ตวั) CPAOZ-cBSA 1,024 - 128 - - - 

2 (3 ตวั) AOZ-BSA 4 - > 1,024 - - - 

3 (3 ตวั) CPAOZ-cBSA - - - 64 - 256 NR NR 

4 (3 ตวั) AOZ-BSA - NR 256 NR NR NR 

5 (2 ตวั) CPAOZ-cBSA > 1,024 > 1,024 4 - 16 512 – 1,024 NR NR 

 ( - ) = ไม่ไดท้ าการทดสอบ , (NR) = แอนติบอดีไม่ท าปฏิกิริยากบัแอนติเจน 

 

3.3 กำรหลอมรวมเซลล์และคดัเลอืกเซลล์ไฮบริโดมำ 

หลงัจากทดสอบการผลิตแอนติบอดีในซีรัมหนูท่ีไดรั้บการกระตุน้แลว้ พบวา่ มีปริมาณแอนติบอดีในระดบัสูง จึงท า

การหลอมรวม B-cell จากมา้มหนูกบั Myeloma cell และคดัเลือกเซลลไ์ฮบริโดมาท่ีผลิตแอนติบอดีนั้น ผลการทดลอง พบวา่ 

หนูชุดท่ี 1 และชุดท่ี 2 ในการหลอมรวมเซลลไ์ม่สามารถไดเ้ซลลไ์ฮบริโดมาท่ีผลิตแอนติบอดีท่ีตอ้งการได ้

การหลอมรวมเซลลข์องหนูชุดท่ี 3 ซ่ึงฉีดกระตุน้ดว้ย CPAOZ-cBSA นั้น ผลการหลอมรวมเซลลไ์ดเ้ซลลไ์ฮบริโดมา

มากกวา่ 90% เม่ือท าการคดัเลือกเซลลท่ี์ผลิตแอนติบอดีโดยวิธี indirect ELISA โดยเคลือบหลุมดว้ย CPAOZ-OVA พบวา่ทุก

หลุมให้ผลบวก ซ่ึงยากต่อการคดัเลือกแอนติบอดีท่ีตอ้งการ แต่เม่ือเคลือบหลุมดว้ย AOZ-OVA ไดเ้ซลลท่ี์ให้ผลบวก 88 หลุม 

จากทั้งหมด 768 หลุม คิดเป็น 11.5 เปอร์เซนต ์จากนั้นน าทั้ง 88 หลุมไปทดสอบกบัสาร AOZ และ CPAOZ ในรูปอิสระ ท่ีความ

เขม้ขน้ 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยวิธี indirect competitive ELISA พบว่า เซลล์ท่ียงัคงผลิตแอนติบอดีและจบักบัสาร 

CPAOZ ในรูปอิสระได ้มีจ านวน 53 หลุม และมีเพียง 9 หลุม ซ่ึงจบักบัสาร AOZ ไดบ้างส่วน ไดแ้ก่ เซลลห์ลุม 1/6C ,2/8A 

,2/5E ,4/4B ,4/9C ,8/6E ,4/9A ,4/2E และ 7/11H ดงัแสดงในตารางท่ี 13 
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ตำรำงที่ 13 แสดงค่ำกำรดูดกลืนแสงที่ควำมยำวคลื่น 450 นำโนเมตร ส ำหรับใช้คัดเลือกเซลล์ไฮบริโดมำที่ผลิตแอนติบอดีที่มี

ควำมสำมำรถในกำรจบักบัสำร CPAOZ และ AOZ ในรูปอสิระ โดยวธีิ indirect competitive ELISA 

 

หลุม 

ค่ำกำรดูดกลนืแสงที่ควำมยำว

คลืน่ 450 นำโนเมตร 

 

หลุม 

ค่ำกำรดูดกลนืแสงที่ควำมยำว

คลืน่ 450 นำโนเมตร 

 

หลุม 

ค่ำกำรดูดกลนืแสงที่ควำมยำว

คลืน่ 450 นำโนเมตร 

PBS AOZ CPAOZ PBS AOZ CPAOZ PBS AOZ CPAOZ 

1/1A 1.14 1.08 0.41 1/1C 1.88 1.87 0.22 1/2B 0.90 0.83 0.08 

1/5A 1.44 1.45 0.08 1/5C 1.85 1.84 0.16 1/5G 1.72 1.75 0.11 

1/6C 0.70 0.47 0.07 1/8D 0.85 0.66 0.07 2/5E 1.29 0.75 0.06 

2/7G 1.26 1.23 0.07 2/8A 1.61 1.18 0.07 2/10A 1.69 1.60 0.19 

2/11G 0.83 0.72 0.08 2/2G 1.77 1.77 0.88 2/12H 0.76 0.61 0.08 

3/1F 1.79 1.70 0.18 3/2F 0.81 0.69 0.07 3/4E 1.29 1.12 0.07 

3/6A 1.87 1.79 0.09 3/6C 1.20 1.05 0.06 3/9B 1.30 1.26 0.09 

3/9H 0.88 0.65 0.42 3/10D 1.74 1.58 0.07 3/11C 1.82 1.79 0.19 

4/1G 0.89 0.68 0.08 4/1H 1.67 1.62 0.08 4/2E 1.50 1.17 0.07 

4/4B 1.48 0.86 0.06 4/5E 1.31 1.21 0.07 4/5G 1.19 1.04 0.08 

4/6D 1.95 1.89 0.78 4/7C 1.98 1.94 0.07 4/8E 1.65 1.65 0.08 

4/9C 0.72 0.35 0.07 4/9A 1.01 0.80 0.06 4/10F 0.60 0.47 0.25 

4/12B 1.96 1.94 0.15 6/1A 1.26 1.30 0.08 6/1C 1.80 1.68 0.10 

6/5H 1.92 1.96 0.76 6/6H 1.14 1.09 0.12 6/8D 0.73 0.80 0.59 

6/10B 1.74 1.66 0.09 7/4E 1.70 1.53 0.12 7/6H 1.88 1.80 0.53 

7/7B 1.21 1.30 0.08 7/7D 0.92 0.85 0.08 7/7H 0.97 0.79 0.08 

7/11A 1.38 1.19 0.11 7/11H 0.71 0.22 0.07 8/2F 1.77 1.70 0.12 

8/6E 1.03 0.57 0.06 8/8H 1.88 1.80 0.40     

 

จากนั้นน าหลุมท่ีให้ผลบวกและจบักบั CPAOZ ในรูปอิสระ มาท า subclone ซ ้ า โดยวิธี Limiting dilution ซ ้ า คร้ังท่ี 2 

เหลือหลุมท่ียงัคงให้ผลบวกและจบักบั CPAOZ ในรูปอิสระ จ านวน 20 หลุม ไดแ้ก่ 1/1A ,1/1C ,1/2B ,2/8A ,2/10A ,2/12G 

,3/6A ,3/9B ,4/1H ,4/8E ,4/12B ,6/11A ,6/5H ,7/4E ,7/6H ,7/7B ,7/7D ,7/11A ,8/2F และ 8/8H และเม่ือท า subclone คร้ังท่ี 3 
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เหลือหลุมท่ียงัคงให้ผลบวกและจบักบั CPAOZ ในรูปอิสระอยู ่7 หลุม ไดแ้ก่ 1/2B ,1/1C ,2/2G ,4/1H ,6/1A ,7/6H และ 8/8H 

เซลล์แต่ละหลุมคดัเลือกหลุมท่ีคาดว่ามาจากตน้ก าเนิดเซลล์เดียวกัน 5 – 10 โคลน ได้เซลล์ไฮบริโดมาทั้ งหมด 52 โคลน 

ทดสอบแอนติบอดีท่ีไดจ้ากเซลลไ์ฮบริโดมาทั้ง 52 โคลน กบัสาร AOZ ,CPAOZ และ NPAOZ โดยวิธี indirect competitive 

ELISAพบวา่ เซลล์ไฮบริโดมาท่ีไดทุ้กโคลนจบักบั CPAOZ ในรูปอิสระ แต่ไม่จบักบั AOZ และบางโคลนจบักบั NPAOZ 

บางส่วน จึงท าการเลือกเก็บโคลนท่ีจบักบั NPAOZ และ CPAOZ จ านวน 22 โคลน (จากหลุมตน้ 7 หลุม ไดแ้ก่ 1/2B , 1/1C 

,2/2G ,4/1H ,6/1A ,7/6H และ 8/8H) ดงัแสดงในตารางท่ี 14 ท าการเก็บแช่แขง็เซลลท่ี์ไดใ้นไนโตรเจนเหลว และเก็บอาหารเล้ียง

เซลลไ์ฮบริโดมาท่ีไดน้ าไปทดสอบปฏิกิริยาขา้มกบัสารในกลุ่มไนโตรฟแูรน และกลุ่มยาปฏิชีวนะอ่ืนต่อไป 

ตำรำงที่ 14 กำรทดสอบแอนติบอดีที่มีควำมสำมำรถในกำรจับกับสำร AOZ ,CPAOZ และ NPAOZ ในรูปอิสระ โดยวิธี 

indirect competitive ELISA  

 

โคลน 

ค่ำกำรดูดกลนืแสงทีค่วำมยำวคลืน่ 450 

นำโนเมตร 

 

โคลน 

ค่ำกำรดูดกลนืแสงทีค่วำมยำวคลืน่ 450 

นำโนเมตร 

PBS AOZ CPAOZ NPAOZ PBS AOZ CPAOZ NPAOZ 

1/2B/7A/12B/4H 1.58 1.52 0.25 0.72 4/1H/4D/12C/10H 1.83 1.82 0.21 0.90 

1/2B/7A/12B/5F 1.63 1.60 0.31 1.04 4/1H/4D/9E/2H 0.81 0.89 0.14 0.19 

1/2B/7A/9D/11G 1.54 1.75 0.31 0.88 6/1A/5F/10A/6H 0.84 0.76 0.08 0.15 

1/2B/7A/9D/12B 1.58 1.54 0.24 0.87 7/6H/3H/9B/1D 1.70 1.65 0.39 1.28 

1/1C/4A/5C/5C 1.84 1.84 0.23 0.86 7/6H/3H/9C/12B 1.18 1.56 0.36 1.03 

1/1C/4A/5C/3C 1.87 1.87 0.23 1.41 8/8H/9E/10G/4E 1.72 1.54 0.27 1.01 

2/2G/4D/2D1/2F 1.73 1.69 0.35 1.62 8/8H/9E/10G/5A 1.72 1.69 0.34 1.23 

2/2G/4D/2D1/6E 1.89 1.87 0.36 1.72 8/8H/9E/11B/8A 1.67 1.50 0.26 0.99 

2/2G/4D/3G1/7G 1.84 1.84 0.33 1.77 8/8H/9E/11B/9E 1.66 1.39 0.22 0.84 

2/2G/4D/3G1/11B 1.93 1.92 0.40 1.76 8/8H/9E/11B/11B 1.62 1.50 0.21 0.82 

4/1H/4D/12C/10C 1.86 1.83 0.30 1.04 8/8H/9E/11B/12C 1.70 1.57 0.23 1.10 
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 ส าหรับการหลอมรวมเซลลข์องหนูชุดท่ี 4 จ านวน 3 ตวั ซ่ึงฉีดกระตุน้ดว้ย AOZ-BSA หลงัการหลอมรวมเซลล ์และ

เล้ียงเซลลไ์วป้ระมาณ 10 – 14 วนั มีเซลลไ์ฮบริโดมาข้ึน 80 – 90 เปอร์เซนต ์เน่ืองจากการทดสอบแอนติบอดีในซีรัมหนูไม่ท า

ปฏิกิริยากบัหลุมท่ีเคลือบดว้ย CPAOZ-OVA และ AOZ-OVA ดงันั้นจึงท าการทดสอบแอนติบอดีในอาหารเล้ียงเซลลไ์ฮบริโด

มา โดยวิธี indirect ELISA โดยการเคลือบหลุมดว้ย AOZ-BSA เปรียบเทียบกบั CPAOZ-BSA พบวา่ หลุมท่ีเคลือบดว้ย AOZ-

BSA ให้หลุมท่ีเป็นผลบวก 59 หลุม ส่วนหลุมท่ีเคลือบดว้ย CPAOZ-BSA ให้ผลบวก 3 หลุม และหลุมท่ีให้ผลบวกทั้ง AOZ-

BSA และ CPAOZ-BSA จ านวน 33 หลุม แต่เม่ือท าการยา้ยเซลลท่ี์ให้ผลบวกลงในจาน 48 หลุม และเม่ือเซลลมี์จ านวนมากพอ 

น าอาหารเล้ียงเซลล์มาทดสอบแอนติบอดี พบวา่ เซลล์ท่ียงัคงให้ผลบวกเหลือเพียง 30 หลุม และน าไปทดสอบความสามารถ

ของแอนติบอดีในอาหารเล้ียงเซลลใ์นการจบักบั FZD ,AOZ ,NPAOZ และ CPAOZ ในรูปอิสระ พบวา่ไม่มีแอนติบอดีตวัใดจบั

กบัสารเหล่าน้ีไดเ้ลย 

 เม่ือท าการหลอมรวมเซลลข์องหนุชุดท่ี 5 จ านวน 2 ตัว ซ่ึงฉีดกระตุน้ดว้ยภูมิคุม้กนัดว้ย CPAOZ-cBSA มีเซลลไ์ฮบริ

โดมาข้ึนประมาณ 80 เปอร์เซนต ์และเม่ือทดสอบแอนติบอดีในอาหารเล้ียงเซลลไ์ฮบริโดมา โดยวธีิ indirect ELISA โดยเคลือบ

หลุมดว้ย AOZ-OVA หลุมท่ีใหผ้ลบวกมีจ านวน 146 หลุม จากนั้น ยา้ยเซลลไ์อบริโดมาลงในจาน 48 หลุม หลงัจากเล้ียงไว ้2 – 

3 วนั เก็บอาหารเล้ียงเซลลม์าทดสอบความสามารถของแอนติบอดีในการจบักบั CPAOZ และ NPAOZ ในรูปอิสระ โดยวิธี 

indirect competitive ELISA พบวา่มีจ านวน 22 หลุม ท่ีแอนติบอดีสามารถจบักบั CPAOZ ในรูปอิสระ และจบักบั NPAOZ ใน

รูปอิสระ จ านวน 18 หลุม ดงัแสดงในตารางท่ี 15 จากนั้น ท าการ subclone โดยวิธี limiting dilution เพ่ือให้ไดโ้คลนเด่ียว ในแต่

ละคร้ังจะท าการคดัเลือกโคลนท่ีจบักบั NPAOZ ในรูปอิสระ โดยน าโคลนท่ียงัคงผลิตแอนติบอดีให้ผลบวกจากการทดสอบ 

indirect ELISA และทดสอบความสามารถในการจบักบั NPAOZ ในรูปอิสระ โดยวิธี indirect competitive ELISA หลงัจาก 

subclone 3 คร้ัง เลือกเก็บโคลนท่ียงัคงใหผ้ลบวกไวจ้ านวน 221 โคลน (ดงัแสดงในภาคผนวก) จากเซลลห์ลุมตน้ 9 หลุม ไดแ้ก่ 

2/9A ,2/11E ,4/10G ,4/11H ,6/1D ,6/6E ,6/12E ,7/10F และ 8/12D ท าการเก็บเซลลแ์ช่แข็งในไนโตรเจนเหลว และเก็บอาหาร

เล้ียงเซลลไ์วท้ดสอบคุณสมบติัต่อไป 
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ตำรำงที ่15 แสดงค่ำกำรดูดกลนืแสงทีค่วำมยำวคลืน่ 450 นำโนเมตร ของกำรทดสอบควำมสำมำรถของแอนตบิอดใีนกำรจบักับ 

CPAOZ และ NPAOZ ในรูปอสิระ โดยวธีิ indirect competitive ELISA 

 

หลุม 

ค่ำกำรดูดกลนืแสงทีค่วำมยำวคลืน่ 450 นำโน

เมตร 

 

หลุม 

ค่ำกำรดูดกลนืแสงทีค่วำมยำวคลืน่ 450 นำโน

เมตร 

PBS CPAOZ NPAOZ PBS CPAOZ NPAOZ 

6/1D 1.94 0.28 1.17 4/3F 1.84 0.08 0.13 

6/5E 1.92 0.10 0.28 5/5E 0.86 0.07 0.08 

6/12B 1.30 0.23 0.36 2/11E 1.18 0.09 0.34 

6/12E 1.92 0.24 1.45 4/4H 1.32 0.07 0.08 

8/4C 2.11 0.11 0.14 7/10F 1.39 0.12 0.56 

2/9A 0.99 0.09 0.11 4/10G 1.37 0.43 1.30 

2/12C 1.81 0.15 0.28 5/5F 2.48 0.21 2.16 

3/12A 2.42 0.11 0.11 8/12D 2.23 0.10 0.34 

4/1H 2.55 0.11 0.11 4/11H 1.37 0.10 0.12 

5/9F 1.34 0.08 0.08 6/6E 2.08 0.30 0.65 

8/2D 1.76 0.12 0.96 8/10H 1.02 0.12 0.13 

 

 3.4 กำรศึกษำลกัษณะของโมโนโคลนอลแอนตบิอดี 

  เน่ืองจากไดท้ าการเลือกเก็บโคลนไวเ้ป็นจ านวนมาก จากหนูชุดท่ี 3 จ านวน 22 โคลน จาก 7 หลุมตน้ และ

หนูชุดท่ี 5 จ านวน 221 โคลน จาก 9 หลุมตน้ จึงท าการคดัเลือกโคลน โดยน าอาหารเล้ียงเซลลท่ี์เก็บไวจ้ากการเก็บแช่แข็งเซลล์

มาทดสอบแอนติบอดี เลือกโคลนท่ียงัคงมีการผลิตแอนติบอดี และเลือกบางโคลนในแต่ละหลุมตน้ เพราะโคลนท่ีมาจากหลุม

ตน้เดียวกนัมีโอกาสท่ีจะมีคุณสมบติัเหมือนกนัสูง โดยมีโคลนท่ีเลือกมาดงัน้ี คือ หนูชุดท่ี 3 เลือกโคลนจากหลุมตน้ 1/2B ,2/2G 

,4/1H และ 7/6H หมายเลข 3 ,4 ,6 ,8 ,17 ,19 ,21 ,26 ,28 ,32 ,37 และ 42 ส าหรับหนูชุดท่ี 5 เลือกโคลนจากหลุมตน้ 6/12D ,6/1D 

,2/9A ,8/12D ,6/6E ,4/11H ,7/10F ,4/10G และ 7/6H หมายเลข 2 ,4 ,10 ,72 ,73 ,43 ,50 ,62 ,66 ,75 ,79 ,89 ,181 ,96 ,102 ,112 
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,109 ,117 ,123 ,217 ,140 ,152 ,194 ,163 ,164 ,165 ,172 ,177 และ 207 รวมทั้งหมด 40 โคลน มาทดสอบคุณสมบติัในการท า

ปฏิกิริยาขา้มกบัสารในกลุ่มไนโตรฟแูรนและยาปฏิชีวนะชนิดอ่ืนๆ 

  3.4.1 การตรวจสอบการเกิดปฏิกิริยาขา้มกบัยาปฏิชีวนะ 

  น าโคลนท่ีท าการคดัเลือกมาทดสอบคุณสมบติัการผลิตแอนติบอดีท่ีมีความจ าเพาะ หรือการเกิดปฏิกิริยา

ขา้มกบัสารในกลุ่มไนโตรฟแูรน ในรูปยาตั้งตน้ (parent drugs) รูปอนุพนัธ์ รูปเมแทบอไลต ์ยาในกลุ่มบีตา-อะโกนิสต ์ไดแ้ก่ เค

ลนบูเทอรอล ,ซลับูทามอล และยาปฏิชีวนะ โดยน าแอนติบอดีจากโคลนทั้ง 40 โคลน มาทดสอบสารต่างๆเหล่าน้ีในรูปอิสระ 

โดยวิธี indirect competitive ELISA เคลือบหลุมดว้ย AOZ-OVA เน่ืองจากสารส่วนใหญ่ละลายอยูใ่น DMF ขณะทดสอบสาร 

DMF จะเจือจาง 50 เท่า จึงใชเ้ป็นตวัควบคุมลบ และ PBS ซ่ึงไม่มีสารแยง่จบั ผลการทดสอบ พบวา่ โมโนโคลนอลแอนติบอดี

จากหนูชุดท่ี 3 หมายเลข 3 ,4 ,6 ,8 ,17 ,19 ,21 ,26 ,28 ,32 ,37 และ 42 จ านวน 12 โคลน ท าปฏิกิริยากบั DMF ท าให้ค่าการ

ดูดกลืนแสงลดลง และจบักบัสารเกือบทุกตวัยกเวน้ AOZ ,AMOZ และ NPAMOZ ดงัแสดงในตารางท่ี 16 ซ่ึงไม่เหมาะสมท่ีจะ

น ามาศึกษาต่อเพราะไม่มีความจ าเพาะ ส่วนโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากหนูชุดท่ี 5 ผลการทดสอบพบวา่ โคลนจากหลุมตน้ 

2/9A ,4/11H ,7/10F ,4/10G และ 2/11E แอนติบอดีท าปฏิกิริยาจบักบั DMF ท าให้ค่าการดูดกลืนแสงลดลง และจบักบัสารเกือบ

ทุกตวั ส่วนแอนติบอดีของโคลนจากหลุมตน้ 6/12D และ 6/1D ไม่ท าปฏิกิริยากบั DMF และจบักบั FZD และ CPAOZ ในรูป

อิสระ แต่ไม่จบักบั NPAOZ โคลนจากหลุมตน้ 8/12D หมายเลข 75 ,79 ,89 และ 181 โคลนจากหลุมตน้ 6/6E หมายเลข 96 ,102 

,109 และ 112 ทั้ง 8 โคลนน้ีมีความจ าเพาะในการจบักบั FZD ซ่ึงเป็นยาตั้งตน้ CPAOZ รูปอนุพนัธ์ และ NPAOZ ในรูปเมแทบอ

ไลต ์ดงัแสดงในตารางท่ี 17  โดยพบวา่สารละลาย DMF อตัราส่วน 1: 50 ซ่ึงเป็นสารละลายท่ีใชล้ะลายสารอิสระท่ีใชท้ดสอบ

ปฏิกิริยาขา้มมีผลต่อค่าดูดกลืนแสงท่ี 450 นาโนเมตร เม่ือเทียบกบัค่าดูดกลืนแสงท่ีไดจ้ากหลุ่ม PBS เม่ือน ามาค านวณกลบัเป็น

ค่าร้อยละการจบักบัสารอิสระทั้งในกลุ่มและนอกกลุ่มโดยลบผลของสารละลาย DMF พบว่า แอนติบอดีจากหลุมตน้ 8/12D 

และ 6/6E ท่ีไดไ้ม่ท าปฏิกิริยาขา้มกบัสารในกลุ่มและสารนอกกลุ่ม โดยจะจบักบัสารอิสระทั้งสามรูปไดแ้ก่ NPAOZ CPAOZ 

และ FZD จึงสามารถสรุปผลร้อยละของการจบักบัสารอิสระไดด้งัตารางท่ี 18 ของทั้ง 8 โคลนและน าไปท าการศึกษาชนิดของ

แอนติบอดีในการหา Isotype และทดสอบความไวของแอนติบอดี เพ่ือคดัเลือกโคลนท่ีดีท่ีสุด เพ่ือเพ่ิมปริมาณแอนติบอดีและท า

ใหบ้ริสุทธ์ิ  
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ตำรำงที่ 16 แสดงค่ำกำรดูดกลืนแสงที่ควำมยำวคลื่น 450 นำโนเมตร ในกำรท ำปฏิกิริยำข้ำมกับสำรต่ำงๆของโมโนโคลนอล

แอนตบิอดจีำกกำรหลอมรวมเซลล์หนูชุดที ่3 โดยวธีิ indirect competitive ELISA 

สำร / แอนตบิอด ี

หมำยเลข 

ค่ำกำรดูดกลนืแสงทีค่วำมยำวคลืน่ 450 นำโนเมตร 

3 4 6 8 17 19 21 26 28 32 37 42 

FZD 0.11 0.13 0.10 0.10 0.08 0.09 0.08 0.13 0.13 0.11 0.13 0.08 

AOZ 0.84 0.95 0.80 0.79 0.39 0.44 0.83 0.48 0.94 1.54 1.57 1.37 

NPAOZ 0.30 0.45 0.30 0.29 0.19 0.25 0.36 0.25 0.51 0.63 0.53 0.14 

CPAOZ 0.12 0.12 0.11 0.10 0.08 0.10 0.09 0.13 0.11 0.11 0.13 0.09 

FTD 0.17 0.20 0.15 0.15 0.09 0.09 0.11 0.14 0.13 0.43 0.49 0.51 

AMOZ 0.92 1.11 1.01 1.01 0.72 0.73 1.18 0.80 1.21 1.65 1.66 1.32 

NPAMOZ 1.05 1.18 1.08 1.12 0.76 0.75 1.06 0.84 1.24 1.68 1.62 1.42 

CPAMOZ 0.16 0.19 0.16 0.16 0.10 0.09 0.13 0.17 0.15 0.44 0.49 0.51 

NFZ 0.16 0.17 0.14 0.13 0.10 0.10 0.10 0.18 0.15 0.27 0.31 0.54 

SEM 0.13 0.17 0.13 0.13 0.10 0.09 0.11 0.09 0.11 0.39 0.46 0.56 

NPSEM 0.16 0.18 0.15 0.16 0.15 0.09 0.12 0.16 0.14 0.43 0.47 0.54 

CPSEM 0.20 0.19 0.15 0.16 0.10 0.11 0.13 0.15 0.13 0.40 0.44 0.54 

NFT 0.12 0.15 0.12 0.12 0.08 0.08 0.11 0.11 0.10 0.29 0.29 0.28 

AHD 0.15 0.17 0.11 0.09 0.10 0.08 0.10 0.15 0.15 0.29 0.27 0.35 

NPAHD 0.16 0.15 0.11 0.13 0.10 0.09 0.11 0.14 0.15 0.32 0.33 0.40 

3-Carboxy benzaldehyde 0.27 0.39 0.25 0.33 0.16 0.16 0.23 0.21 0.24 0.93 0.97 0.87 

Salbutamol 0.13 0.18 0.14 0.12 0.11 0.08 0.11 0.15 0.16 0.37 0.37 0.40 

Clenbuterol 0.17 0.16 0.15 0.13 0.10 0.09 0.11 0.14 0.18 0.30 0.37 0.45 
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ตำรำงที ่16 (ต่อ) แสดงค่ำกำรดูดกลนืแสงทีค่วำมยำวคลืน่ 450 นำโนเมตร ในกำรท ำปฏิกริิยำข้ำมกบัสำรต่ำงๆของโมโนโคลนอล

แอนตบิอดจีำกกำรหลอมรวมเซลล์หนูชุดที ่3 โดยวธีิ indirect competitive ELISA 

สำร / แอนตบิอด ี

หมำยเลข 

ค่ำกำรดูดกลนืแสงทีค่วำมยำวคลืน่ 450 นำโนเมตร 

3 4 6 8 17 19 21 26 28 32 37 42 

Chloramphenicol 0.73 0.97 0.75 0.75 0.49 0.60 0.97 0.50 0.86 1.42 1.41 1.19 

Ciprofloxacin 0.15 0.15 0.15 0.14 0.11 0.11 0.10 0.18 0.17 0.35 0.49 0.78 

Oxytetracycline – HCl 0.21 0.15 0.11 0.13 0.12 0.08 0.11 0.16 0.15 0.38 0.36 0.42 

Tetracycline - HCl 0.30 0.31 0.25 0.26 0.16 0.13 0.21 0.14 0.26 0.78 0.80 0.85 

Doxycycline hydrate 0.20 0.17 0.15 0.15 0.14 0.09 0.11 0.18 0.18 0.34 0.31 0.33 

DMF (1:50) 0.20 0.16 0.14 0.18 0.11 0.09 0.11 0.20 0.20 0.32 0.32 0.30 

PBS 0.76 0.81 0.82 0.84 0.45 0.59 1.03 0.53 0.91 1.36 1.32 1.06 

 

ตำรำงที่ 17 แสดงค่ำกำรดูดกลืนแสงที่ควำมยำวคลื่น 450 นำโนเมตร ในกำรท ำปฏิกิริยำข้ำมกับสำรต่ำงๆของโมโนโคลนอล

แอนตบิอดจีำกกำรหลอมรวมเซลล์หนูชุดที ่5 โดยวธีิ indirect competitive ELISA 

สำร / แอนตบิอด ี

หมำยเลข 

ค่ำกำรดูดกลนืแสงทีค่วำมยำวคลืน่ 450 นำโนเมตร 

2 4 10 72 73 43 50 62 66 75 79 89 181 96 102 

FZD 0.21 0.18 0.23 0.19 0.19 0.18 0.16 0.14 0.15 0.16 0.16 0.17 0.16 0.74 0.70 

AOZ 2.15 2.03 1.93 1.96 1.93 1.49 1.54 1.06 0.91 1.15 1.86 1.78 1.23 2.52 2.41 

NPAOZ 1.61 1.44 0.78 0.72 0.45 0.20 0.19 0.15 0.14 0.22 0.43 0.37 0.23 0.48 0.41 

CPAOZ 0.35 0.26 0.27 0.23 0.20 0.17 0.16 0.15 0.15 0.14 0.17 0.14 0.15 0.39 0.37 

FTD 1.87 1.77 1.21 1.10 0.81 0.21 0.21 0.17 0.15 0.80 1.44 1.32 0.77 2.34 2.38 

AMOZ 2.15 2.19 2.02 1.98 1.96 1.19 1.25 0.77 0.78 2.04 2.17 2.22 2.11 2.52 2.47 
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ตำรำงที ่17 (ต่อ) แสดงค่ำกำรดูดกลนืแสงทีค่วำมยำวคลืน่ 450 นำโนเมตร ในกำรท ำปฏิกริิยำข้ำมกบัสำรต่ำงๆของโมโนโคลนอล

แอนตบิอดจีำกกำรหลอมรวมเซลล์หนูชุดที ่5 โดยวธีิ indirect competitive ELISA 

สำร / แอนติบอด ี

หมำยเลข 

ค่ำกำรดูดกลนืแสงท่ีควำมยำวคลืน่ 450 นำโนเมตร 

2 4 10 72 73 43 50 62 66 75 79 89 181 96 102 

NPAMOZ 2.18 2.16 2.00 1.99 1.93 1.54 1.59 1.10 0.05 2.12 2.22 2.23 2.22 2.34 2.27 

CPAMOZ 1.79 1.77 1.25 1.04 0.76 0.21 0.21 0.17 0.15 0.78 1.47 1.33 0.81 2.20 2.22 

NFZ 1.88 1.80 1.12 1.06 0.81 0.21 0.21 0.17 0.15 0.84 1.49 1.27 0.75 2.37 2.42 

SEM 1.88 1.74 1.15 1.15 0.82 0.22 0.21 0.18 0.17 0.78 1.46 1.33 0.74 2.39 2.40 

NPSEM 1.78 1.75 1.17 1.08 0.82 0.24 0.24 0.19 0.18 0.76 1.59 1.36 0.82 2.30 2.33 

CPSEM 1.76 1.76 1.16 1.12 0.82 0.24 0.22 0.19 0.19 0.84 1.47 1.35 0.76 2.25 2.30 

NFT 1.75 1.67 1.54 1.06 0.82 0.19 0.18 0.16 0.16 0.80 1.51 1.28 0.77 2.33 2.22 

AHD 1.79 1.67 1.11 1.05 0.69 0.22 0.21 0.17 0.18 0.78 1.46 1.31 0.78 2.37 2.32 

NPAHD 1.78 1.75 1.14 1.10 0.78 0.21 0.18 0.15 0.16 0.83 1.54 1.40 0.80 2.34 2.33 

3-Carboxy benzaldehyde 2.01 1.97 1.72 1.68 1.54 0.37 0.39 0.25 0.22 1.76 2.08 1.91 1.78 2.49 2.44 

Salbutamol 1.73 1.65 1.12 1.04 0.76 0.23 0.23 0.18 0.18 0.81 1.42 1.35 0.84 2.33 2.29 

Clenbuterol 1.78 1.67 1.14 1.12 0.78 0.24 0.21 0.20 0.18 0.84 1.52 1.35 0.88 2.40 2.37 

Chloramphenicol 1.81 1.69 1.19 1.11 0.82 0.24 0.23 0.19 0.17 0.79 1.50 1.37 0.79 2.32 2.34 

Ciprofloxacin 2.07 2.07 2.03 1.93 1.93 1.66 1.58 1.36 1.28 2.13 2.07 2.22 2.13 2.53 2.52 

Oxytetracycline – HCl 1.85 1.74 1.14 1.11 0.77 0.24 2.19 0.19 0.18 0.81 1.51 1.43 0.83 2.39 2.40 

Tetracycline - HCl 1.92 1.94 1.47 1.45 1.10 0.27 0.28 0.21 0.19 1.49 1.82 1.79 1.42 2.29 2.24 

Doxycycline hydrate 1.58 1.54 0.92 0.78 0.56 0.19 0.19 0.16 0.15 0.65 1.32 1.13 0.52 2.21 2.15 

DMF (1:50) 

PBS 

1.86 

2.11 

1.73 

2.11 

1.16 

2.01 

1.14 

2.00 

0.86 

1.93 

0.26 

1.71 

0.24 

1.69 

0.19 

1.42 

0.16 

1.30 

0.84 

2.17 

1.52 

2.22 

1.37 

2.38 

0.77 

2.16 

2.43 

2.51 

2.39 

2.47 
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ตำรำงที ่17 (ต่อ) แสดงค่ำกำรดูดกลนืแสงทีค่วำมยำวคลืน่ 450 นำโนเมตร ในกำรท ำปฏิกริิยำข้ำมกบัสำรต่ำงๆของโมโนโคลนอล

แอนตบิอดจีำกกำรหลอมรวมเซลล์หนูชุดที ่5 โดยวธีิ indirect competitive ELISA 

สำร / แอนตบิอด ี

หมำยเลข 

ค่ำกำรดูดกลนืแสงทีค่วำมยำวคลืน่ 450 นำโนเมตร 

109 112 117 123 217 140 152 194 163 164 165 172 177 207 

FZD 0.54 0.97 0.20 0.19 0.19 0.21 0.16 0.16 0.42 0.42 0.34 0.18 0.16 0.18 

AOZ 2.43 2.50 1.67 1.65 1.06 0.51 0.56 0.63 1.15 1.22 1.09 1.47 1.03 1.50 

NPAOZ 0.33 0.56 0.17 0.19 0.17 0.43 0.38 0.42 0.43 0.54 0.45 0.20 0.14 0.20 

CPAOZ 0.26 0.45 0.17 0.17 0.17 0.19 0.16 0.16 0.33 0.40 0.37 0.16 0.14 0.19 

FTD 2.21 2.35 0.22 0.20 0.18 0.59 0.58 0.59 0.43 0.55 0.51 0.19 0.14 0.20 

AMOZ 2.42 2.49 1.23 1.25 0.93 1.63 1.49 1.46 1.26 1.25 1.18 0.71 0.41 0.70 

NPAMOZ 2.21 2.36 1.62 1.69 1.42 0.87 0.85 0.88 1.19 1.35 1.21 1.48 1.27 1.41 

CPAMOZ 2.14 2.32 0.22 0.22 0.20 0.54 0.58 0.63 0.47 0.50 0.42 0.20 0.16 0.20 

NFZ 2.26 2.36 0.25 0.24 0.21 0.49 0.56 0.60 0.42 0.54 0.47 0.19 0.15 0.18 

SEM 2.31 2.38 0.19 0.21 0.19 0.48 0.58 0.64 0.46 0.56 0.44 0.16 0.14 0.18 

NPSEM 2.33 2.36 0.23 0.22 0.19 0.43 0.59 0.63 0.44 0.53 0.43 0.19 0.15 0.21 

CPSEM 2.14 2.34 0.18 0.21 0.16 0.34 0.49 0.53 0.43 0.49 0.43 0.19 0.14 0.19 

NFT 2.14 2.39 0.14 0.15 0.12 0.40 0.52 0.57 0.46 0.54 0.42 0.18 0.13 0.19 

AHD 2.30 2.48 0.16 0.18 0.15 0.38 0.49 0.56 0.44 0.51 0.41 0.18 0.13 0.19 

NPAHD 2.21 2.41 0.15 0.19 0.19 0.43 0.52 0.61 0.49 0.54 0.43 0.20 0.13 0.17 

3-Carboxy benzaldehyde 2.44 2.57 0.27 0.31 0.26 0.97 1.07 1.11 1.09 1.15 1.07 0.36 0.18 0.29 

Salbutamol 2.29 2.43 0.19 0.19 0.16 0.49 0.55 0.56 0.47 0.51 0.42 0.18 0.13 0.18 

Clenbuterol 2.35 2.45 0.21 0.19 0.20 0.47 0.54 0.59 0.49 0.55 0.44 0.20 0.13 0.19 
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ตำรำงที ่17 (ต่อ) แสดงค่ำกำรดูดกลนืแสงทีค่วำมยำวคลืน่ 450 นำโนเมตร ในกำรท ำปฏิกริิยำข้ำมกบัสำรต่ำงๆของโมโนโคลนอล

แอนตบิอดจีำกกำรหลอมรวมเซลล์หนูชุดที ่5 โดยวธีิ indirect competitive ELISA 

สำร / แอนตบิอด ี

หมำยเลข 

ค่ำกำรดูดกลนืแสงทีค่วำมยำวคลืน่ 450 นำโนเมตร 

109 112 117 123 217 140 152 194 163 164 165 172 177 207 

Chloramphenicol 2.38 2.41 0.20 0.19 0.18 0.42 0.54 0.59 0.46 0.54 0.41 0.20 0.13 0.19 

Ciprofloxacin 2.44 2.56 1.48 1.55 1.21 1.39 1.50 1.54 1.29 1.40 1.26 1.51 1.13 1.38 

Oxytetracycline – HCl 2.37 2.48 0.20 0.25 0.19 0.42 0.56 0.59 0.56 0.58 0.48 0.19 0.13 0.18 

Tetracycline - HCl 2.19 2.20 0.29 0.28 0.19 0.83 1.03 1.09 1.24 1.31 1.26 0.34 0.21 0.33 

Doxycycline hydrate 2.10 2.15 0.21 0.19 0.16 0.39 0.49 0.55 0.58 0.61 0.53 0.20 0.16 0.22 

DMF (1:50) 2.34 2.46 0.18 0.24 0.21 0.46 0.60 0.62 0.46 0.50 0.45 0.21 0.16 0.20 

PBS 2.40 2.43 1.71 1.54 1.41 1.45 1.51 1.53 1.34 1.45 1.36 1.70 1.41 1.47 
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ตำรำงที ่18 แสดงค่ำร้อยละกำรจบัของโมโนโคลนอลแอนตบิอดต่ีอสำร NPAOZ     CPAOZ    AOZ   FZD  สำรในกลุ่มและนอก

กลุ่มไนโตรฟูแรน 

 

 

3.4.2 การตรวจสอบไอโซไทป์ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

  จากการคดัเลือกโคลนท่ีมีความสามารถจบัไดเ้ฉพาะกบั FZD ,NPAOZ และ CPAOZ ในรูปอิสระ ไดแ้ก่ 

โคลน 8/12D หมายเลข 75 ,79 ,89 และ 181 โคลน 6/6E หมายเลข 96 ,102 ,109 และ 112 มาทดสอบชนิดของแอนติบอดีท่ีได้

โดยชุดตรวจหาไอโซไทป์ ไดผ้ลดงัแสดงในตารางท่ี 19 พบวา่ แอนติบอดีจากหลุม 8/12D หมายเลข 75 ,79 ,89 และ 181 เป็น

แอนติบอดีฃนิด IgG1 และแอนติบอดีจากหลุม 6/6F หมายเลข 96 ,102 ,109 และ 112 เป็นแอนติบอดีชนิด IgG2b  
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ตำรำงที ่19 แสดงค่ำกำรดูดกลนืแสงทีค่วำมยำวคลืน่ 450 นำโนเมตร จำกกำรตรวจหำไอโซไทป์ของโมโนโคลนอล 

     แอนตบิอด ี  

โมโนโคลนอล

แอนตบิอด ี

หมำยเลข 

ค่ำกำรดูดกลนืแสงทีค่วำมยำวคลืน่ 450 นำโนเมตร 

 

IgG1 

 

IgG2a 

 

IgG2b 

 

IgG3 

 

IgA 

 

IgM 

75 3.95 0.38 0.10 0.11 0.11 1.09 

79 3.96 0.48 0.10 0.11 0.11 1.24 

89 3.98 1.64 0.29 0.24 0.27 2.55 

181 3.78 0.39 0.11 0.11 0.11 1.06 

96 0.13 0.29 3.05 0.22 0.12 0.38 

102 0.12 0.26 3.16 0.21 0.11 0.034 

109 0.13 0.26 3.04 0.21 0.11 0.34 

112 0.13 0.32 3.13 0.22 0.11 0.43 

   

3.4.3 การหาความเขม้ขน้ของแอนติบอดีท่ีเหมาะสม โดยวธีิ indirect ELISA  

  เน่ืองจากเซลลไ์ฮบริโดมาแต่ละโคลนมีความสามารถในการผลิตแอนติบอดีท่ีแตกต่างกนั และประสิทธิภาพ

ของแอนติบอดีในการจบักบัแอนติเจนยงัอาจแตกต่างกนัดว้ย ดงันั้นจึงตอ้งท าการทดสอบหาความเขม้ขน้ของแอนติบอดีแต่ละ

ตวัท่ีเหมาะสมในการท า ELISA เพ่ือทดสอบความไวในการท าปฏิกิริยาของแต่ละโคลน ดงันั้นจึงท าการเจือจางแอนติบอดีใน

อาหารเล้ียงเซลลแ์ตล่ะโคลน โดยเจือจางท่ี 5 ,10 ,20 ,40 ,80 ,160 ,320 ,640 และ 1280 เท่า ตามล าดบั เปรียบเทียบกบัอาหารท่ีไม่

เจือจาง ซ่ึงจะมีค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร จากการท าปฏิกิริยา indirect ELISA ประมาณ 2.0 จึงท าการ

เลือกความเขม้ขน้แอนติบอดีท่ีเจือจางแลว้ไดค้่าการดูดกลืนแสงประมาณ 1.5 – 1.7 (หาค่าความเขม้ขน้ของแอนติบอดีท่ีนอ้ย

ท่ีสุดท่ีไดค้่าการดูดกลืนแสงใกลเ้คียงค่าสูงสุด) จากผลการทดสอบ แอนติบอดีหมายเลข 75 และ 181 เลือกใชค้วามเขม้ขน้ของ

แอนติบอดีท่ีเจือจาง 40 เท่า แอนติบอดีหมายเลข 79 ,89 ,96 ,102 ,109 และ 112 เลือกเจือจาง 80 เท่า ดงัแสดงในตารางท่ี 20 
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ตำรำงที ่20 แสดงค่ำกำรดูดกลนืแสงทีค่วำมยำวคลืน่ 450 นำโนเมตร ของกำรหำควำมเข้มข้นของแอนตบิอดทีี่ 

     เหมำะสม โดยวธีิ indirect ELISA  

 

แอนตบิอด ี

หมำยเลข 

ค่ำกำรดูดกลนืแสงทีค่วำมยำวคลืน่ 450 นำโนเมตร 

กำรเจอืจำงแอนตบิอดใีนอำหำรเลีย้งเซลล์ (เท่ำ) 

ไม่เจอืจำง 5 10 20 40 80 160 320 640 1,280 

75 2.07 2.00 1.93 1.74 1.63 1.33 1.05 0.72 0.50 0.40 

79 2.00 1.98 1.99 1.91 1.88 1.72 1.58 1.28 1.08 0.78 

89 1.94 1.98 1.95 1.98 1.81 1.68 1.46 1.20 0.92 0.65 

181 1.92 1.82 1.80 1.69 1.51 1.31 1.01 0.71 0.50 0.36 

96 2.19 2.17 2.09 2.06 1.92 1.64 1.43 1.23 1.01 0.82 

102 2.21 2.10 2.05 1.94 1.84 1.68 1.56 1.42 1.18 0.94 

109 2.25 2.10 2.02 1.90 1.78 1.60 1.42 1.21 0.98 0.73 

112 2.38 2.19 2.01 2.01 1.90 1.74 1.55 1.39 1.19 0.98 

 

3.4.4 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดี ดว้ยวธีิ indirect competitive ELISA  

  เน่ืองจากการทดสอบการท าปฏิกิริยาขา้มของโมโนโคลนอลแอนติบอดี หมายเลข 75 ,79 ,89 ,181 ,96 ,102 

,109 และ 112 โดยวิธี indirect competitive ELISA พบวา่ แอนติบอดีเหล่าน้ีสามารถจบักบั FZD ,NPAOZ และ CPAOZ ในรูป

อิสระท่ีความเขม้ขน้ 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรได ้จึงท าการทดสอบความไวในการจบัสารทั้ง 3 ตวั โดยแปรความเขม้ขน้เป็น 

10,000 ,1,000 ,100 ,10 ,1 ,0.01 ,0.001 และ 0 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั ท าปฏิกิริยากบัโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

หมายเลข 75 และ 181 เจือจาง 40 เท่า หมายเลข 79 ,89 ,96 ,102 ,104 และ 112 เจือจาง 80 เท่า โดยวิธี indirect competitive 

ELISA ไดผ้ลดงักราฟรูปท่ี 2 ,3 และ 4 พบวา่ โคลนท่ีไดจ้ากหลุมตน้ 8/12D หมายเลข 75 ,79 ,89 และ 181 สามารถจบักบัสาร 

FZD ,NPAOZ และ CPAOZ ไดดี้กวา่ โคลนท่ีไดจ้ากหลุมตน้ 6/6E หมายเลข 96 ,102 ,104 และ 112 จากกราฟท่ีไดน้ าไป

ค านวณหาค่า IC50 ไดผ้ลดงัแสดงในตารางท่ี 21 พบวา่ โคลนท่ีไดจ้ากหลุมตน้ 8/12D สามารถจบัไดดี้กบั FZD ,CPAOZ และ 

NPAOZ ตามล าดบั ส่วนโมโนโคลนอลแอนติบอดีของโคลนท่ีไดจ้ากหลุมตน้ 6/6E จบัไดดี้กบั CPAOZ ,NPAOZ และ FZD 
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ตามล าดบั โคลนท่ีไดจ้ากหลุมตน้ 8/12D สามารถจบักบั NPAOZ ไดดี้กวา่ โคลนท่ีไดจ้ากหลุมตน้ 6/6E โดยโคลนท่ีไดจ้ากหลุม

ตน้ 8/12D หมายเลข 75 ,79 ,89 และ 181 มีค่า IC50 เท่ากบั 5.17 ,4.67 ,6.38 และ 3.87 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั ส่วน

โคลนท่ีไดจ้ากหลุมตน้ 6/6E หมายเลข 96 ,102 ,104 และ 112 มีค่า IC50 เท่ากบั 10.49 ,10.27 ,11.46 และ 11.83 นาโนกรัมต่อ

มิลลิลิตร ตามล าดบั จากนั้นท าการหาเปอร์เซนตก์ารเกิดปฏิกิริยาขา้มของโมโนโคลนอลแอนติบอดีกบัสาร FZD และ CPAOZ 

โดยน าค่า IC50 ท่ีไดม้าค านวณหาเปอร์เซนตก์ารเกิดปฏิกิริยาขา้มจากสูตร 

เปอร์เซนตก์ารเกิดปฏิกิริยาขา้ม = (IC50 ของสาร NPAOZ / IC50 ของสารท่ีเกิดปฏิกิริยาขา้ม) x 100 

พบวา่ โคลนจากเซลล์หลุมตน้ 8/12D หมายเลข 75 ,79 ,89 และ 181 มีเปอร์เซนต์การเกิดปฏิกิริยาขา้มกบัสาร FZD 

และ CPAOZ สูงกวา่ โคลนท่ีไดจ้ากเซลลห์ลุมตน้ 6/6E หมายเลข 96 ,102 ,104 และ 112 และโคลนจากเซลลห์ลุมตน้ 8/12D มี

ความไวในการจบักบัสาร NPAOZ ,CPAOZ และ FZD สูงกวา่ โคลนจากเซลลห์ลุมตน้ 6/6E จึงท าการคดัเลือกโคลนหมายเลข 

181 จากเซลลห์ลุมตน้ 8/12D และ 102 จากเซลลห์ลุมตน้ 6/6E ซ่ึงมีคุณสมบติัแตกต่างกนั คือ มี isotype และความไวแตกต่างกนั 

เพ่ือท าการเพ่ิมจ านวนเซลล ์และเก็บอาหารเล้ียงเซลลเ์พ่ือท าแอนติบอดีใหบ้ริสุทธ์ิ 

 

 

รูปที ่2 กรำฟแสดงกำรทดสอบโมโนโคลนอลแอนตบิอดกีบัสำร FZD โดยวธีิ indirect competitive ELISA 

 



45 

 

 

รูปที ่3 กรำฟแสดงกำรทดสอบโมโนโคลนอลแอนตบิอดกีบัสำร NPAOZ โดยวธีิ indirect competitive ELISA 

 

 

 

 

รูปที ่4 กรำฟแสดงกำรทดสอบโมโนโคลนอลแอนตบิอดกีบัสำร CPAOZ โดยวธีิ indirect competitive ELISA 
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ตำรำงที ่21 แสดงค่ำ IC50 และเปอร์เซนต์กำรเกดิปฏิกริิยำข้ำมของโมโนโคลนอลแอนตบิอด ีทดสอบโดยวธีิ indirect  

    competitive ELISA 

 

หมำยเลข 

โมโนโคลนอล

แอนติบอด ี

สำรอสิระ 

NPAOZ FZD CPAOZ 

IC50 

(นำโนกรัมต่อมิลลิลิตร) 

IC50 

(นำโนกรัมต่อมิลลิลิตร) 

เปอร์เซนต์ 

กำรเกิดปฏิกิริยำข้ำม 

IC50 

(นำโนกรัมต่อมิลลิลิตร) 

เปอร์เซนต์ 

กำรเกิดปฏิกิริยำข้ำม 

75 5.17 0.03 1.7 x 104 0.22 2.4 x 103 

79 4.67 0.10 4.6 x 103 0.31 1.5 x 103 

89 6.38 0.06 1.1 x 104 0.27 2.3 x 103 

181 3.87 0.03 1.3 x 104 0.11 3.5 x 104 

96 10.49 40.68 25.8 3.36 3.1 x 102 

102 10.27 45.12 22.8 2.97 3.5 x 102 

109 11.46 28.69 39.9 3.25 3.5 x 102 

112 11.83 41.29 28.7 4.34 2.7 x 102 

 

3.4.5 การท าโมโนโคลนอลแอนติบอดีใหบ้ริสุทธ์ิโดยวธีิ affinity chromatography 

  เลือกโคลนท่ีผลิตแอนติบอดีต่อ AOZ ไดแ้ก่ หมายเลข 102 และ 181 ท าการเล้ียงเซลลท์ั้ง 2 โคลน เพ่ือเพ่ิม

ปริมาณเซลลแ์ละแอนติบอดี โดยโคลนหมายเลข 102 ใชป้ริมาตรของอาหารเล้ียงเซลลป์ระมาณ 1,100 มิลลิลิตร แบ่งอาหารเล้ียง

เซลลเ์ป็น 2 ส่วนเท่าๆกนั (ประมาณ 550 มิลลิลิตร) และโคลนหมายเลข 181 ใชป้ริมาตรของอาหารเล้ียงเซลล ์2,200 มิลลิลิตร 

และไดท้ าการทดสอบโคลนทั้ง 2 ก่อนว่าสามารถผลิตแอนติบอดีอยู่หรือไม่ โดยทดสอบดว้ยวิธี indirect ELISA ไดผ้ลการ

ทดลองดงัแสดงในตารางท่ี 22  

 



47 

ตำรำงที ่22  แสดงค่ำดูดกลนืแสงที ่450 นำโนเมตร ในกำรทดสอบอำหำรเลีย้งเซลล์ไฮบริโดมำโคลนหมำยเลข 102 และ 181 ก่อน

ท ำให้บริสุทธ์ิ 

อตัราการเจือจาง ค่าดูดกลืนแสงท่ี 450 นาโนเมตร 

อาหารเล้ียงเซลลไ์ฮบริโดมา

หมายเลข 181 

อาหารเล้ียงเซลลไ์ฮบริโดมา

หมายเลข 102 

- 1.72 1.89 

1:2 1.71 1.84 

1:4 1.66 1.71 

1:8 1.57 1.60 

1:16 1.54 1.39 

1:32 1.39 1.21 

1:64 1.27 0.84 

1:128 1.00 0.68 

1:256 0.81 0.54 

1:512 0.64 0.37 

media 0.07 0.07 

 

  ผลการท าโมโนโคลนอลแอนติบอดีให้บริสุทธ์ิโดยผ่านคอลมัน์ Protein G Sepharose ของเซลลไ์ฮบริโดมา

หมายเลข 102 และ 181 ดงัแสดงในรูปท่ี 5 และ 6 ตามล าดบั จากนั้นรวมส่วนใสของการทดลองทั้งหมดท่ีมีค่าการดูดกลืนแสงท่ี

ความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตรสูงเขา้ดว้ยกนั โดยโคลนหมายเลข 102 ไดป้ริมาตร คร้ังท่ี 1 = 10.5 มิลลิลิตร ,คร้ังท่ี 2 = 10.5 

มิลลิลิตร รวมเป็น 21 มิลลิลิตร และโคลนหมายเลข 181 คร้ังท่ี 1 = 8.5 มิลลิลิตร ,คร้ังท่ี 2 = 17.5 มิลลิลิตร ,คร้ังท่ี 3 = 13 

มิลลิลิตร ,คร้ังท่ี 4 = 17 มิลลิลิตร รวมเป็น 51 มิลลิลิตร เพื่อน าไปหาปริมาณโปรตีนโดยวธีิ BCA ต่อไป 
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รูปที ่5  โครมำโทแกรมกำรท ำแอนตบิอดทีีไ่ด้จำกโมโนโคลนอลแอนตบิอดจีำกเซลล์ไฮบริโดมำหมำยเลข 102 ให้บริสุทธ์ิโดยผ่ำน

คอลมัน์ Protein G Sepharose  แสดงค่ำดูดกลนืแสดงที่ 280 นำโนเมตร  

 

 

รูปที ่6  โครมำโทแกรมกำรท ำแอนตบิอดทีีไ่ด้จำกโมโนโคลนอลแอนตบิอดจีำกเซลล์ไฮบริโดมำหมำยเลข 181 ให้บริสุทธ์ิโดยผ่ำน

คอลมัน์ Protein G Sepharose  แสดงค่ำดูดกลนืแสดงที่ 280 นำโนเมตร  
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3.4.6 การหาปริมาณโปรตีนของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยวธีิ BCA หลงัจากท าใหบ้ริสุทธ์ิโดยวธีิ 

affinity chromatography  

  หาปริมาณโปรตีนของแอนตบอดีโดยวธีิ BCA โดยใชส้ารละลายโปรตีน BSA ความเขม้ขน้ 0 ถึง 1 มิลลิกรัม

ต่อมิลลิลตร เป็นสารละลายโปรตีนมาตรฐาน ส าหรับท ากราฟมาตรฐาน ดงัแสดงในตารางท่ี 2  รูปท่ี 2 ภาคผนวกและท าการเจือ

จางสารละลายตวัอยา่งเป็น 1:2 ,1:4 และ 1:8 เพ่ือน าค่า A540 มาค านวณหาปริมาณโปรตีนจากกราฟมาตรฐาน ไดผ้ลดงัแสดงใน

ตารางท่ี 3 ภาคผนวก โดยสามารถสรุปผลปริมาณความเขม้ขน้ของโปรตีนและปริมาณโปรตีนทั้งหมดหลงัจากโมโนโคลนอล

แอนติบอดี หมายเลข 102 และ 181 ผ่านการท าให้บริสุทธ์ิ ดงัแสดงในตารางท่ี 23 ผลท่ีไดคื้อ โคลนหมายเลข 102และ181 มี 

ปริมาณโปรตีนเป็น 2.20 และ 2.58 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดลั มีปริมาณโปรตีนทั้งหมด เป็น 46.20 และ 98.63 มิลลิกรัม 

ตามล าดบั จึงไดท้ าเอาโมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้งสองโคลนไปทดสอบความไวในการจบักบัสาร FZD ,NPAOZ และ CPAOZ 

ในรูปอิสระต่อไป 

ตำรำงที ่23  แสดงผลปริมำณโปรตนีของโมโนโคลนอลแอนตบิอด ีหลงัท ำให้บริสุทธ์ิแล้ว 

 

หมายเลขโมโนโคลนอล

แอนติบอดี 

ปริมาตรรวม 

โมโนโคลนอลแอนติบอดี 

(มิลลิลิตร) 

ปริมาณโปรตีนดว้ยวธีิ BCA 

ปริมาณโปรตีน 

(มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

ปริมาณโปรตีนทั้งหมด  

(มิลลิกรัม) 

102 21 2.20 46.20 

181 51 2.58 98.63 

 

3.4.7 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีหลงัท าใหบ้ริสุทธ์ิ 

จากการคดัเลือกโมโนโคลนอลแอนติบอดีมา 2 โคลน ไดแ้ก่ 102  และ 181 มาท าให้บริสุทธ์ิโดยใชห้ลกัการ 

affinity chromatrography โดยผา่นคอลมัน์ Protein G Sepharose  แลว้จึงน าแอนติบอดีบริสุทธ์ิท่ีไดม้าท าการทดสอบหาระดบัความ

เขม้ขน้ของแอนติเจนและแอนติบอดีท่ีเหมาะสม โดยท าการเจือจางแอนติบอดีท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ ไดแ้ก่ แอนติเจน AOZ-OVA 

ความเขม้ขน้ 2.5, 2, 1.5, 1, 0.5 และ 0.25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เจือจางแอนติบอดีท่ี 1:2000 1:4000  1:8000  และ 1:16000 ท า

การทดสอบดว้ยวิธี indirect ELISA ผลท่ีไดด้งัตารางท่ี 24 พบวา่ โคลน 102 และ 181 เลือกความเขม้ขน้ของแอนติเจนและ

แอนติบอดีท่ีเหมาะสม ไดเ้ป็น 2 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ 1:8000 ตามล าดบั 
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ตำรำงที่ 24 แสดงค่ำดูดกลืนแสงที่ 450 นำโนเมตรในกำรหำควำมเข้มข้นของแอนติเจนและแอนติบอดีที่เหมำะสมด้วยวิธี 

indirect ELISA 

รหสั โคลน อตัราการ

เจือจาง 

ความเขม้ขน้ของแอนติเจน : AOZ-OVA conc. (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

2.5 2 1.5 1 0.5 0.25 

 

 

102 

1:2000 2.645 2.222 1.606 0.990 0.330 0.168 

1:4000 2.098 1.700 1.162 0.738 0.215 0.132 

1:8000 1.528 1.255 0.828 0.519 0.151 0.097 

1:16000 1.007 0.811 0.569 0.348 0.116 0.084 

 

 

181 

1:2000 2.601 2.310 1.990 1.598 0.838 0.482 

1:4000 2.159 1.889 1.588 1.295 0.629 0.317 

1:8000 1.532 1.431 1.183 0.879 0.428 0.215 

1:16000 1.011 0.928 0.772 0.587 0.265 0.153 

 

แลว้จึงน าแอนติเจนและแอนติบอดีท่ีความเขม้ขน้ดงักล่าวของโคลน 102 และ 181 มาท าการทดสอบความไวของโม

โนโคลนอลแอนติบอดีต่อสารไนโตรฟูแรนฟูรัลทาโดนทั้ง 3 รูป ไดแ้ก่ NPAOZ    CPAOZ และ FZD ท่ีอยูใ่นรูปอิสระ  ดงั

แสดงผลใน รูปท่ี 7 และ 8  น าค่าการดูดกลืนแสงท่ีไดจ้ากผล ELISA มาค านวณหาค่า IC50 ดว้ยโปรแกรมส าเร็จรูป GraphPad 

Prism 4.03 โดยสมการท่ีใชใ้นการค านวณคือ  

    IC50 = 50% B/B0 

เม่ือ B  คือ  ค่าการดูดกลืนแสงจาก ELISA ท่ีมีแอนติเจนท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ 

B0 คือ  ค่าการดูดกลืนแสงจาก ELISA ท่ีไม่มีแอนติเจน 

 

LOD = Bo - 3SD 
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เม่ือ Bo   คือ  ค่าดูดกลืนแสงของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีไม่ผสมไนโตรฟแูรน 

SD   คือ ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

โดยแสดงเป็นค่า 50 เปอร์เซ็นต ์ Inhibition concentration (IC50)  และ Limit of Detection (LOD)  ของการทดสอบ

ความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 102 และ 181 ท่ีความเขม้ขน้ 1:8000 กบัสารอิสระ NPAOZ ท่ีความเขม้ขน้ 1x103 - 

6x10-2 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร  CPAOZ  ท่ีความเขม้ขน้ 1x103 - 6x10-2 และ 31.25 - 1.9x10-3 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร  และ FZD  ท่ี

ความเขม้ขน้ 2x103 – 1.2x10-1 และ 3.91-1.19  นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร  ส าหรับโคลน 102 และ 181 ตามล าดบัโดยใชแ้อนติเจน 

AOZ-OVA 2 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ท่ีเคลือบจานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลุมไดค้่า IC50 และ  LOD  แสดงดงัตารางท่ี 25 

พบวา่โคลนหมายเลข 181 มีความไวต่อสารในรูปอิสระทั้ง 3 ตวั ดีกวา่โคลน 102 โดยให้ค่า IC50 ต่อ NPAOZ  CPAOZ และ 

FZD เป็น 28.77, 9.11 และ 86.08 ไดค้่า LOD เป็น 2.17, 3.22 และ 3.91 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร  ตามล าดบั ส าหรับโคลน 102 ได้

ค่า IC50 เป็น 17.66, 0.34 และ 0.13 มีค่า LOD เป็น 3.86, 0.06 และ 0.04 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร  ตามล าดบั จากค่า IC50 และ LOD 

ท่ีไดพ้บวา่โคลน 181 สามารถจบัต่อสารอิสระ CPAOZ ไดต้  ่ากวา่ค่ามาตรฐานท่ีก าหนดคือ 1 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม โดยให้ค่า 

IC50 และ LOD ต่อสาร CPAOZ เป็น 0.34 และ 0.06 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร  ดงันั้นโมโนโคลนอลแอนติบอดีหมายเลข 181 จึง

เหมาะสมท่ีจะน าไปพฒันาต่อเพ่ือท าเป็นชุดตรวจหาสารตกคา้ง AOZ ไดต้่อไป 
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รูปที ่7 กำรทดสอบควำมจ ำเพำะของโมโคลนอลแอนตบิอด ีโคลนหมำยเลข 102 ทีบ่ริสุทธ์ิ ต่อตวัแข่งขนัในรูปอสิระได้แก่รูป  
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รูปที ่8 กำรทดสอบควำมจ ำเพำะของโมโคลนอลแอนตบิอด ีโคลนหมำยเลข181 ทีบ่ริสุทธ์ิ ต่อตวัแข่งขันในรูปอสิระได้แก่รูป   

(A) NPAOZ  (B) CPAOZ  (C) FZD 
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 ตำรำงที่ 25 แสดงค่ำ IC50 และ LOD ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีหมำยเลข 102 และ 181 ที่จับกับตัวแข่งขันในรูป

อสิระ ทดสอบโดยวธีิ indirect competitive ELISA 

 

 

ตวัแข่งขันในรูปอสิระ

(Competitors) 

หมำยเลขโมโนโคลนอลแอนตบิอด ี

102 181 

IC50  

(ng/ml) 

LOD 

(ng/ml) 

IC50 

(ng/ml) 

LOD 

(ng/ml) 

NPAOZ 28.770 2.168 17.660 3.856 

CPAOZ 9.114 3.217 0.337 0.061 

FZD 86.080 3.906 0.127 0.044 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



55 

4. สรุปและอภิปรำยผลกำรทดลอง (Discussion) 

 จากการฉีดกระตุน้หนูทดลองดว้ยแอนติเจนในรูป AOZ-BSA กบั CPAOZ-cBSA พบวา่ ซีรัมหนูท่ีไดรั้บการกระตุน้ดว้ย 

AOZ-BSA เม่ือท าการทดสอบแอนติบอดี โดยวิธี indirect ELISA แอนติบอดีท่ีไดจ้ะจบักบัแอนติเจนท่ีใชเ้คลือบจานทดสอบ

ELISA คือ CPAOZ-cBSA ,AOZ-BSA แต่จะไม่จบักบั CPAOZ-OVA และ AOZ-OVA และเซลลไ์ฮบริโดมาท่ีไดจ้ากการหลอม

รวมเซลลร์ะหวา่งเซลลจ์ากมา้มกบัมยัอิโลมาเซลล ์จะผลิตแอนติบอดีท่ีไม่ท าปฏิกิริยากบัสาร FZD ,AOZ ,CPAOZ และ NPAOZ 

ในรูปอิสระอาจเน่ืองมากจาก AOZ มีขนาดโมเลกุลเล็กมากเม่ือน าเช่ือมติดกบัโปรตีนพาหะซ่ึงมีขนาดโมเลกุลใหญ่มากจึงอาจ

ส่งผลใหแ้อนติบอดีท่ีไดมี้ความจ าเพาะต่อ BSA มากกวา่ท าใหเ้ม่ือทดสอบ ELISA แอนติบอดีสามารถจบักบัแอนติเจนเช่ือมติดกบั

โปรตีนพาหะ BSA ท่ีอยูบ่นจานทดสอบ ELISA ไดดี้ และไม่จบักบัสารอิสระท่ีตอ้งการทดสอบ ต่างจากหนูท่ีไดรั้บการกระตุน้

ภูมิคุม้กนัดว้ย CPAOZ-cBSA แอนติบอดีสามารถจบักบัแอนติเจนท่ีใชเ้คลือบหลุม CPAOZ-cBSA ,AOZ-BSA ,CPAOZ-OVA 

และ AOZ-OVA หลงัการหลอมรวมเซลลจ์ะไดเ้ซลลไ์ฮบริโดมาท่ีผลิตแอนติบอดีท่ีสามารถจบัไดก้บั FZD ,CPAOZ และ NPAOZ 

ในรูปอิสระได ้โดยทดสอบดว้ยวิธี indirect competitive ELISA โดยเคลือบหลุมดว้ยแอนติเจน AOZ-OVA แต่ถา้เคลือบหลุมดว้ย 

CPAOZ-OVA ผลท่ีไดคื้อแอนติบอดีท่ีไดไ้ม่จบักบัสาร FZD ,CPAOZ และ NPAOZ ในรูปอิสระ เน่ืองจากแอนติบอดีท่ีได้มี

ความจ าเพาะต่อโครงสร้างของแอนติเจนท่ีฉีดกระตุน้ CPAOZ ซ่ึงมีโครงสร้างใกลเ้คียงกบัสาร FZD และ NPAOZ เม่ือใช้

แอนติเจนท่ีเคลือบหลุมดว้ย AOZ-OVA แอนติบอดีจึงไปจบักบัสารอิสระไดดี้กวา่แอนติเจนท่ีเคลือบหลุมดว้ย CPAOZ-OVA 

หลงัจากท าการคดัเลือกโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีได ้โดยทดสอบการท าปฏิกิริยาขา้ม พบวา่ โมโนโคลนอลแอนติบอดีส่วนใหญ่

ท่ีไดท้ าปฏิกิริยากบัสารท่ีใชท้ดสอบเกือบทั้งหมด รวมทั้งสารละลาย DMF ซ่ึงเป็นตวัท าละลายสารท่ีใชท้ดสอบ จึงท าการคดัเลือก

โคลนท่ีผลิตแอนติบอดีท่ีไม่ท าปฏิกิริยากบัสารละลาย DMF ไดแ้ก่ โคลนจากเซลลห์ลุมตน้ 8/12D หมายเลข 75 ,79 ,89 และ 181 

โคลนจากเซลลห์ลุมตน้ 6/6E หมายเลข 96 ,102 ,109 และ 112 ทั้งหมด จ านวน 8 โคลน เม่ือทดสอบคุณสมบติัของแอนติบอดี โม

โนโคลนอลแอนติบอดีจากเซลลห์ลุมตน้ 8/12D มีไอโซไทป์เป็น IgG1 และจากเซลลห์ลุมตน้ 6/6E มีไอโซไทป์เป็น IgG2b โมโน

โคลนอลแอนติบอดีทั้ง 8 ตวั สามารถจบักบั FZD ,CPAOZ ,และ NPAOZ ในรูปอิสระได ้โดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากเซลล์

หลุมตน้ 8/12D มีความไวในการจบักบัสาร FZD ,CPAOZ และ FZD ไดดี้กวา่ โคลนจากเซลลห์ลุมตน้ 6/6E เลือกโคลนท่ีมีความ

ไวสูงสุดในแต่ละเซลลห์ลุมตน้อยา่งละ 1 โคลน ไดแ้ก่ โคลนหมายเลข 181 จากเซลลห์ลุมตน้ 8/12D และโคลนหมายเลข 102 จาก

เซลล์หลุมตน้ 6/6E ซ่ึงมีความไวในการจบักบั NPAOZ สูงสุด คือมีค่า IC50 เท่ากบั 3.87 และ 10.27 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร 

ตามล าดบั เม่ือแยกแอนติบอดีใหบ้ริสุทธ์ิ โดยวธีิ affinity chromatography เพื่อใชง้านและทดสอบประสิทธิภาพของแอนติบอดี ผล

ท่ีได้คือ โมโนโคลน 181 และ 102 ท่ีบริสุทธ์ิจะมีปริมาณโปรตีนเท่ากับ 2.58 และ 2.20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ เม่ือ

ทดสอบความไวต่อสารอิสระของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผา่นการท าใหบ้ริสุทธ์ิ พบวา่แอนติบอดีท่ีไดจ้ากโคลน 181 และ 102 

จะมีความไวต่อสารอิสระ  CPAOZ  NPAOZ และ FZD ซ่ึงโคลน 181 จะมีความไวสูงสุดโดยให้ค่า IC50 ต่อสารอิสระดงักล่าวเป็น 

0.34  17.66 และ 0.13 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตรตามล าดบัมีค่าปริมาณของสารต ่าสุดท่ีสามารถตรวจวดัได ้(LOD) เป็น 0.06  3.86 และ 

0.04 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตรตามล าดบั ซ่ึงมีความไวเพียงพอส าหรับใชพ้ฒันาต่อในการท าชุดตรวจสอบสารตกคา้ง AOZ ซ่ึงค่า

มาตรฐาน (MRLs) ท่ีก าหนดโดยส านักงานคณะกรรมการอาหารและยา ไดก้ าหนดให้ค่า MRLs ของสารตกคา้ง AOZ อยูท่ี่ 1 
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ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม (นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร)  สรุปไดว้่าโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีไดจ้ากการวิจยัในคร้ังน้ี สามารถน าไป

พฒันาเป็นชุดตรวจสอบสารตกคา้ง AOZ ท่ีตกคา้งในอาหารเพื่อการบริโภคได ้เน่ืองจากโมโนโคลนอลแอนติบอดีมีความไวและ

ความจ าเพาะต่อสารเมแทบอไลตไ์นโตรฟูแรนฟูราโซลิโดน เพียงพอโดยสามารถตรวจวดัสารดงักล่าวในรูปอิสระไดป้ริมาณต ่า

กวา่ค่ามาตรฐานท่ีก าหนด  
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ภำคผนวก (Appendix) 

โคลนทีส่ำมำรถจบักบั NPAOZ ในรูปอสิระ จำกหนูชุดที ่5 

No. Clone No. Clone No. Clone 
1 6/12E/12A/12H/4D 30 2/9A/4A/7F/10D 59 2/9A/6E/12A/2F 
2 6/12E/12A/12H/5E 31 2/9A/4A/8E/11D 60 2/9A/6E/12E/3G 
3 6/12E/7B/3A/8D 32 2/9A/4A/8E/12C 61 2/9A/6E/12E/4G 
4 6/12E/7B/3A/9D 33 2/9A/2G/1E/1G 62 2/9A/2G1/3A/5G1 
5 6/1D/3H/2G/1E 34 2/9A/2G/1E/2G 63 2/9A/2G1/3A/6H 
6 6/1D/3H/2G/2C 35 2/9A/2G/1E/3F 64 2/9A/9C/6H/7H 
7 6/1D/3H/3F/4B 36 2/9A/2G/1F/4F 65 2/9A/9C/6H/8G 
8 6/1D/3H/9F/6G 37 2/9A/2G/1F/5E 66 2/9A/11A/9A1/9H1 
9 6/1D/3H/12B/8D 38 2/9A/2G/1F/6F 67 2/9A/11A/9A1/10F 
10 6/1D/3H/12B/9E1 39 2/9A/4A/5E/7F 68 2/9A/11B/10H1/11H 
11 6/1D/3H/12G/11D 40 2/9A/4A/5E/8F 69 2/9A/11B/10H1/12G 
12 6/1D/3H/12G/12E 41 2/9A/4A/5E/9E 70 6/1D/1H/6F/5G 
13 6/1D/11A/12A/1H 42 2/9A/4A/5G/10F 71 6/1D/2A/8F/7F 
14 6/1D/11A/12D/4E 43 2/9A/4A/5G/11G1 72 6/1D/2A/8F/8H 
15 6/1D/11A/12D/5F1 44 2/9A/4A/5G/11H1 73 6/1D/2H/11A/10D1 
16 6/1D/11A/12D/6E 45 2/9A/4A/5G/12F 74 - 
17 6/1D/5G/5A/3F 46 2/9A/5D/9H/1G 75 8/12D/2F/2G1/2F1 
18 6/1D/5G/1D/2E 47 2/9A/5D/10A/2F 76 8/12D/3H/3G1/3F 
19 6/1D/5G/1G/8E1 48 2/9A/5D/10C/3F 77 8/12D/3H/3G1/4E 
20 6/1D/5G/1G/9E1 49 2/9A/5D/10F/4F 78 8/12D/3H/4G1/6G 
21 2/9A/2G/2H/1F 50 2/9A/5D/10H/5F 79 8/12D/4A/6G1/7H 
22 2/9A/2G/2H/2E 51 2/9A/5D/10H/6F 80 8/12D/4A/6G1/8H 
23 2/9A/2G/3C/3E 52 2/9A/5D/11C/7G 81 8/12D/5F/7G/9H 
24 2/9A/2G/3C/4D 53 2/9A/5D/11C/8F 82 8/12D/5F/7G/10H 
25 2/9A/2G/4A/5E 54 2/9A/5D/12A/9H 83 8/12D/5F/8F/11H 
26 2/9A/2G/4A/6F 55 2/9A/5D/12A/10H 84 8/12D/5F/8F/12H 
27 2/9A/4A/6H/7E 56 2/9A/5D/12D/11H 85 8/12D/5F/9F/1G 
28 2/9A/4A/6H/8D 57 2/9A/5D/12D/12G 86 8/12D/5F/9F/3G 
29 2/9A/4A/7F/9E 58 2/9A/6E/12A/1G 87 8/12D/6D/10H/4G 
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ภำคผนวก (ต่อ) 

โคลนทีส่ำมำรถจบักบั NPAOZ ในรูปอสิระ จำกหนูชุดที ่5 

No. Clone No. Clone No. Clone 
88 8/12D/6D/10H/5G 117 4/11H/7C/1F/3H1 146 7/10F/1D/12F1/10H 
89 8/12D/6D/11G/7F1 118 4/11H/7C/1F/4G 147 7/10F/1D/12F1/11H 
90 8/12D/6D/11G/9F1 119 4/11H/7E/6G/5F 148 7/10F/1D/12F1/12H 
91 8/12D/6D/12G/11H 120 4/11H/7E/6G/6H 149 7/10F/1C/1F/1F1 
92 8/12D/6D/12G/12H 121 4/11H/7E/6G/7G 150 7/10F/1C/1F/2G 
93 6/6E/8B/3H1/1G 122 4/11H/7E/6G/8G 151 7/10F/1C/1F/3H 
94 6/6E/8B/3H1/2F 123 4/11H/8F/7E/9G1 152 7/10F/1C/1G1/4H 
95 6/6E/8F/4F1/3H 124 4/11H/8F/7E/10H1 153 7/10F/1C/1G1/5H 
96 6/6E/8F/4F1/4G1 125 4/11H/8F/7E/11G 154 7/10F/1C/1G1/6H 
97 6/6E/8F/6G1/5H 126 4/11H/8F/7E/12H 155 7/10F/1C/2F1/7H 
98 6/6E/8F/6G1/6H 127 4/11H/8F/8E/1F 156 7/10F/1C/2F1/8G 
99 6/6E/9D/9H2/8H 128 4/11H/8F/8E/2G1 157 7/10F/1C/2F1/9H1 
100 6/6E/9D/9H2/9H 129 4/11H/8F/8E/4G1 158 - 
101 6/6E/10C/10F1/10H 130 4/11H/8F/9F/6H 159 7/10F/1C/4F1/11E 
102 6/6E/10C/10F1/11G1 131 4/11H/8F/9F/7H 160 7/10F/1C/4F1/12H1 
103 6/6E/10G/1F/1F 132 4/11H/8F/9F/8H 161 4/10G/7E/5F/6D1 
104 6/6E/10G/1F/2H1 133 4/11H/12H/12E/9F 162 4/10G/7E/5F/7D1 
105 6/6E/10H1/6G1/3H 134 4/11H/12H/12E/10E 163 4/10G/7E/5F/7G1 
106 6/6E/10H1/6G1/4H 135 4/11H/12H/12E/11F 164 4/10G/7E/5F/8E1 
107 6/6E/11B/8G1/5H 136 4/11H/12H/12E/12G1 165 4/10G/7E/5F/8H1 
108 6/6E/11B/8G1/6F 137 4/11H/8F/9F/5H 166 4/10G/7E/6G/10F 
109 6/6E/11B/9G1/7H 138 7/10F/1C/6F1/1G 167 2/11E/7G/1G/2B 
110 6/6E/11B/9G1/8G 139 7/10F/1C/6F1/2H 168 2/11E/7G/1G/2G 
111 6/6E/11E/11F/9H 140 7/10F/1C/6F1/3H1 169 2/11E/7G/1G/4A 
112 6/6E/11E/11F/10H1 141 7/10F/1D/10E/4G 170 2/11E/7G/1G/4H 
113 6/6E/8B/3G1/11H 142 7/10F/1D/10E/6G 171 2/11E/7G/2G1/6E 
114 6/6E/8B/3G1/12H 143 7/10F/1D/11E/7G 172 2/11E/7G/2G1/7D1 
115 4/11H/7C/1F/1H 144 7/10F/1D/11E/8F 173 2/11E/7G/2G1/7E1 
116 4/11H/7C/1F/2G1 145 7/10F/1D/11E/9G 174 2/11E/7G/2G1/8E1 
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ภำคผนวก (ต่อ) 

โคลนทีส่ำมำรถจบักบั NPAOZ ในรูปอสิระ จำกหนูชุดที ่5 

No. Clone No. Clone No. Clone 
175 2/11E/7G/3F/10F 191 7/10F/4D/1E/1H 208 2/11E/11F/11D/10H 
176 2/11E/7G/3F/10H 192 7/10F/4D/2E/2G 209 2/11E/11F/12F/11G 
177 2/11E/7G/3F/11B 193 7/10F/4F/3E/3H 210 2/11E/11F/12F/12H 
178 2/11E/7G/3F/12D 194 7/10F/4F/4G1/4E 211 4/11H/8C/1F/1H 
179 8/12D/2H/1F/1F 195 7/10F/4C/5D/5F 212 4/11H/8D/2H/2F 
180 8/12D/2H/1F/3C 196 7/10F/4C/6C/6C1 213 4/11H/8E/3F1/3E 
181 8/12D/2H/1F/4C 197 7/10F/5B/7D/7G 214 4/11H/9F/10E/4D 
182 8/12D/2H/1F/4H 198 7/10F/5B/7G/8F 215 4/11H/9G/5F/5F 
183 - 199 7/10F/5D/9F1/9G 216 4/11H/10F/6G1/6F 
184 8/12D/5A/6G/6B 200 7/10F/5D/10G1/10H 217 4/11H/10G/7F1/7F1 
185 8/12D/5A/6G/6C 201 7/10F/6A/11C/11D 218 4/11H/10G/8F/8C 
186 8/12D/5A/6G/6H 202 7/10F/6C/12D1/12H 219 4/11H/10G/10G/10F 
187 8/12D/5A/6G/8H 203 2/11E/9G/1F/1E 220 4/11H/10G/11F/11E 
188 8/12D/5B/9G/9D 204 2/11E/9G/2F/2G 221 4/11H/10G/12F/12G 
189 8/12D/5B/9G/10B 205 2/11E/9G/3E/3H     
190 - 206 2/11E/11C/9F/8G     
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ภำคผนวก (ต่อ) 

ตำรำงที ่1  ค่ำดูดกลนืแสงทีค่วำมยำวคลืน่ 540 นำโนเมตร ของสำรละลำยโปรตนีมำตรฐำนBSA  

 

ปริมำณโปรตนี BSA (มลิลกิรัมต่อมลิลลิติร) ค่ำดูดกลนืแสงที ่540 นำโนเมตร 

คร้ังที ่1 คร้ังที ่2 ค่ำเฉลีย่ 

0 0.085 0.083 0.084 

0.1 0.188 0.292 0.240 

0.2 0.278 0.306 0.292 

0.4 0.551 0.516 0.534 

0.8 0.836 0.897 0.867 

1.0 1.000 0.942 0.971 

 

 

รูปที ่1  แสดงกรำฟมำตรฐำนส ำหรับกำรหำปริมำณโปรตนีโดยวธีิ BCA 
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ตำรำงที ่2  ค่ำดูดกลนืแสงทีค่วำมยำวคลืน่ 540 นำโนเมตร ของสำรละลำยโปรตนีมำตรฐำนBSA  

ปริมำณโปรตนี BSA (มลิลกิรัมต่อมลิลลิติร) ค่ำดูดกลนืแสงที ่540 นำโนเมตร 

คร้ังที ่1 คร้ังที ่2 ค่ำเฉลีย่ 

0 0.106 0.104 0.105 

0.1 0.217 0.210 0.214 

0.2 0.322 0.314 0.318 

0.4 0.508 0.510 0.509 

0.8 0.829 0.857 0.843 

1.0 1.005 0.967 0.986 

 

 

รูปที ่2  แสดงกรำฟมำตรฐำนส ำหรับกำรหำปริมำณโปรตนีโดยวธีิ BCA 
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ตำรำงที ่3 แสดงค่ำปริมำณโปรตนีของโคลนหมำยเลข 102 และ 181 ทีไ่ด้จำกวธีิ BCA 

clone Dilution คร้ังที ่1 คร้ังที ่2 ค่ำเฉลีย่ ปริมำณโปรตนี (มลิลกิรัมต่อมลิลลิติร) ค่ำเฉลีย่ 

 1:2 1.145 1.035 1.090 2.19  

102 1:4 0.623 0.629 0.626 2.26 2.20 

 1:8 0.366 0.367 0.367 2.16  

181 1:2 1.139 1.165 1.152 - 2.58 

 1:4 0.710 0.688 0.699 2.58  
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ประวตัผู้ิรับผดิชอบแผนงำนวจิยั 
 

1. หัวหน้ำโครงกำร 

     1.1  ช่ือ-สกลุ   นางสาวอุมาพร พิมพิทกัษ ์

Ms. Umaporn Pimpitak      

     1.2 เลขทีป่ระจ ำตวัประชำชน   3 1020 02537 911 

     1.3 ต ำแหน่งทำงวชิำกำร นกัวจิยั 

     1.4 หน่วยงำน สถาบนัเทคโนโลยชีีวภาพและวศิวกรรมพนัธุศาสตร์ 

 จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 

 อาคารสถาบนั 3 เขตปทุมวนั กรุงเทพฯ 10330 

     โทรศัพท์ 02-218-8076  โทรสำร  02-253-3543 

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

     1.5 ประวตักิำรศึกษำ 

มหำวทิยำลยั ปริญญำ สำขำวชิำ ปีทีไ่ด้รับ พ.ศ. 

จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 

มหาวทิยาลยัเทคโนโลยรีาชมงคล 

ปริญญาโท 

ปริญญาตรี 

เทคโนโลยชีีวภาพ 

เทคโนโลยชีีวภาพ 

2549 

2542 

 

1.6 สำขำวชิำกำรทีม่คีวำมช ำนำญพเิศษ 

การเพาะเล้ียงเซลล ์ การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี การพฒันาชุดตรวจแบบ ELISA การพฒันาชุดตรวจโดยใช้

หลกัการ Immunochromatographic strip assay 

      

1.7 ประสบกำรณ์ทีเ่กีย่วข้องกบักำรบริหำรงำนวจิยัทั้งภำยในและภำยนอกประเทศ   

mailto:umaporn.p@chula.ac.th


66 

               1.7.1  ผูอ้  านวยการแผนงานวจิยั : ไม่มี 

               1.7.2  หวัหนา้โครงการวจิยั : ไม่มี 

               1.7.3  งานวจิยัท่ีท าเสร็จแลว้ (ระบุแหล่งพิมพแ์ละปีท่ีพิมพ)์  

  ผลงานวจิยัท่ีพิมพเ์ผยแพร่ในวารสารวชิาการระดบันานาชาติ 

  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 oxytetracycl ine 

residue detection in shrimp. Journal of Zhejiang University-SCIENCE B (Biomedicine & Biotechnology). 15(2) : 165 – 172 (แหล่งทุน 

ส านกังานคณะกรรมการวจิยัแห่งชาติ) 

  ผลงานวจิยัท่ีเสนอในการประชุมวชิาการระดบัชาติและนานาชาติ 

  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. 

  โครงการวจิยัท่ีท าเสร็จแลว้ 

  1) การพฒันาแถบทดสอบส าหรับตรวจสารฟลูออโรคิวโนโลนในผลิตภณัฑอ์าหาร 

  (แหล่งทุน–โครงการมหาวิทยาลยัวิจยัแห่งชาติคลสัเตอร์วิจยัวสัดุขั้นสูง(Project954-1023)ส านกังานคณะกรรมการ

อุดมศึกษาแห่งชาติ) 

  2)โครงการ “การพฒันาชุดตรวจวเิคราะห์โพรเจสเทอโรนในน ้ านมโคดว้ยวธีิเอนไซมลิ์งคอิ์มมูโนซอร์เบนท์ 
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แอสเสย”์ (แหล่งทุน – งบประมาณแผน่ดิน) ปี 55-56 (ผูร่้วมโครงการ) 

  3) โครงการ “การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ 3-อะมิโน-2-ออกซาโซลิดิโนน” 

(แหล่งทุน – งบประมาณแผน่ดิน) ปี 56-57 (หวัหนา้โครงการ) 

  4) โครงการ “การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อเซมิคาร์บาไซด”์ 

(แหล่งทุน – งบประมาณแผน่ดิน) ปี 56-57 (ผูร่้วมโครงการ) 

  โครงการวจิยัท่ีด าเนินการอยู ่

  โครงการ การพฒันาแถบทดสอบส าเร็จรูปส าหรับตรวจติดตามระดบัฮอร์โมนโพรเจสเทอโรนในน ้ านมโค (80%) 

(แหล่งทุน – งบประมาณแผน่ดิน) ปี 57-58 (หวัหนา้โครงการ)  

              

2. ผู้ร่วมโครงกำรคนที ่1 

       2.1  ช่ือ-สกลุ นางทรงจนัทร์   ภู่ทอง 

 Mrs.Songchan  Puthong 

      2.2 เลขทีป่ระจ ำตวัประชำชน   3 2001 01339 43 0 

     2.3 ต ำแหน่งทำงวชิำกำร นกัวจิยั ระดบั ช านาญการพิเศษ 

     2.4 หน่วยงำน สถาบนัเทคโนโลยชีีวภาพและวศิวกรรมพนัธุศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 

 อาคารสถาบนั 3 เขตปทุมวนั กรุงเทพฯ 10330 

           โทรศัพท์ 02-218-8076  โทรสำร  02-253-3543 

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

 

 

 

mailto:songchan.p@chula.ac.th
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     2.5 ประวตักิำรศึกษำ 

มหำวทิยำลยั ปริญญำ สำขำวชิำ ปีทีไ่ด้รับ พ.ศ. 

จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั วทิยาศาสตรมหาบณัฑิต เทคโนโลยชีีวภาพ 2539 

มหาวทิยาลยับูรพา วทิยาศาสตรบณัฑิต ชีววทิยา 2529 

 

     2.6 สำขำวชิำกำรทีม่คีวำมช ำนำญพเิศษ 

การเพาะเล้ียงเซลลม์ะเร็ง  

การเตรียมและผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี  

การทดสอบฤทธ์ิของสารสมุนไพรในการยงัย ั้งเซลลม์ะเร็ง 

     2.7 ประสบกำรณ์ทีเ่กีย่วข้องกบักำรบริหำรงำนวจิยัทั้งภำยในและภำยนอกประเทศ   

               2.7.1  ผูอ้  านวยการแผนงานวจิยั : ไม่มี 

               2.7.2  หวัหนา้โครงการวจิยั : ทดสอบฤทธ์ิของโมโนโคลนอลแอนติบอดีในการท าลายเซลลม์ะเร็งตบัโดยการตรวจดว้ย

วธีิ MTT Colorimetric Assay 

               2.7.3 งานวจิยัท่ีท าเสร็จแลว้ (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. 
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4. Ngamrojnavanich, N., Tonsiengsom, S., Lertpratchya, P., Roengsumran, S., Puthong, S., and Petsom, A. (2003) 

Diterpenoids from the Stem Barks of Croton robustus. Archives of Pharmacal Research 26(11): 898 – 901. 

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

Puthong, S., Petsom, A. (2004) New Halimane Diterpenoids from Croton oblongifolius. Planta Med 70:1 - 3. 

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

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

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

tumor-associated monoclonal antibody having tumorical activity on human hepatocellular carcinoma. Molecular Immunology 

42: 713 – 719. 

 8. Chaichatipyuth, C., Petsom, A., Taweechotipatr, P., Muangsin, N., Chaichit, N. Puthong, S., Roengsumran, S., 

Kawahata, M., Watanabe, T. and Ishikawa, T.(2005) New labdane-type diterpenoids from Croton oblongifolius and their 

 cytotoxic activity. HETEROCYCLES 65(4): 809 – 822. 

 9. Pornpakakul, S., Liangsakul, J., Ngamrojanavanich, N., Roengsumran, S., Sihanonth, P., Piapukiew, J., 

Sangvichien, E., Puthong, S. and Petsom, A. (2006) Cytotoxic Activity of Four Xanthones from Emericella variecolor an 

Endophytic Fungus Isolated from Croton oblongifolius. Archives of Pharmacal Research 29(2): 140 – 144. 

 10. Mattanavee, W., Suwantong, O., Puthong, S., Bunaprasert, T., Hoven, P.V. and Supaphol, P. (2009) 

Immobilization of Biomolecules on the Surface of Electrospun Polycaprolactone Fibrous Scaffolds for Tissue Engineering. 

ACS APPLIED Materials & Interfaces 1(5): 1076 – 1085. 

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

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

Food Chemistry 116: 785 – 791. 

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

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

 13. Umthong, S., Puthong, S. and Chanchao, C. (2009) Trigona laeviceps Propolis from Thailand : Antimicrobial, 

Antiproliferative and Cytotoxic Activities. The American Journal of Chinese Medicine. 37(5): 855 – 865. 
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 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 งานวจิยัท่ีก าลงัท า  

 1. การพฒันาชุดตรวจดว้ยวธีิเอนไซมลิ์งคอิ์มมูโนซอร์เบนท์เอสเสยข์องอนุพนัธ์ของสารไนโตรฟูแรน: อะมิ

โนไฮแดนโทอิน 

 2. การพฒันาแถบทดสอบส าเร็จรูปส าหรับการตรวจสารกลุ่มฟลูออโรคิวโนโลนในผลิตภณัฑอ์าหาร 

 3. การพฒันาชุดตรวจวเิคราะห์โพรเจสเทอโรนในน ้ านมโคดว้ยวธีิเอนไซมลิ์งคอิ์มมิวโนซอร์เบนตแ์อสเสย ์

 

3. ผู้ร่วมโครงกำรคนที ่2 

     3.1  ช่ือ-สกลุ   นายกิตตินนัท ์ โกมลภิส 

Mr. Kittinan Komolpis  

     3.2 เลขทีป่ระจ ำตวัประชำชน   3 1012 03241 97 0  

     3.3 ต ำแหน่งทำงวชิำกำร อาจารย ์

     3.4 หน่วยงำน สถาบนัเทคโนโลยชีีวภาพและวศิวกรรมพนัธุศาสตร์ 

 จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 

 อาคารสถาบนั 3 เขตปทุมวนั กรุงเทพฯ 10330 

           โทรศัพท์ 02-218-8078  โทรสำร  02-253-3543 

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

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

มหำวทิยำลยั ปริญญำ สำขำวชิำ ปีทีไ่ด้รับ พ.ศ. 

University of Michigan  สหรัฐอเมริกา ปริญญาเอก Chemical Engineering 2545 

University of Michigan  สหรัฐอเมริกา 

จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 

จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 

ปริญญาโท 

ปริญญาโท 

ปริญญาตรี 

Chemical Engineering 

ชีวเคมี 

ชีวเคมี 

2539 

2535 

2532 

 

     3.6 สำขำวชิำกำรทีม่คีวำมช ำนำญพเิศษ 

เทคโนโลยีชีวภาพ การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี การเตรียมชุดตรวจ ELISA และการทดสอบประสิทธิภาพชุด

ตรวจ 

     3.7 ประสบกำรณ์ทีเ่กีย่วข้องกบักำรบริหำรงำนวจิยัทั้งภำยในและภำยนอกประเทศ   

               3.7.1  ผูอ้  านวยการแผนงานวจิยั : ไม่มี 

               3.7.2  หัวหนา้โครงการวิจยั : การผลิตกรดมะนาวโดยยีสตต์รึงควบคู่กบัการแยกผลิตภณัฑด์ว้ยเรซินแลกเปล่ียนไออน 

(ไดรั้บการสนับสนุนจากกระทรวงวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี และส านักงานพฒันาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งชาติ ปี

พ.ศ. 2549) 

การสกดัและท าใหบ้ริสุทธ์ิของเจละตินจากเศษหนงัสตัวใ์หญ่ท่ียงัไม่ผา่นการฟอกโดยใชอ้ลัคาไลน์โปรตีเอส (ไดรั้บทุนอุดหนุน

งบประมาณแผน่ดิน ปีพ.ศ. 2548 และ 2549) 

การพฒันาชุดตรวจสอบสารเคลนบูเทอรอล ซัลบิวตามอล นอร์ฟลอกซาซิน และเอนโรฟลอกซาซินด้วยวิธี Enzyme-linked 

Immunosorbent Assay (ELISA) และ Immunochromatographic Assay (ไดรั้บทุดอุดหนุนจากส านกังานคณะกรรมการวิจยั

แห่งชาติ ปีพ.ศ. 2549-2551) 

การพฒันาชุดตรวจดว้ยวธีิเอนไซมลิ์งคอิ์มมูโนซอร์เบนท์เอสเสยข์องอนุพนัธ์ของสารไนโตรฟูแรน : 3-อะมิโน-2-ออกซาโซลิดิ

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

               3.7.3 งานวจิยัท่ีท าเสร็จแลว้ (ระบุแหล่งพิมพแ์ละปีท่ีพิมพ)์ 
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 1. Komolpis, K., Udomchokmongkol, C., Phutong, S. and Palaga, T. 2010. Comparative production of a monoclonal 

antibody specific for enrofloxacin in a stirred-tank bioreactor. Journal of Industrial and Engineering Chemistry 16: 567-571 

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

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

116: 785-791 

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

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

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

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

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

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

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

integrity. Biotechnology Techniques, 13:567-569. 

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

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

              3.7.4 งานวจิยัท่ีก าลงัท า  

 1.การพฒันาชุดตรวจดว้ยวธีิเอนไซมลิ์งคอิ์มมูโนซอร์เบนท์เอสเสยข์องอนุพนัธ์ของสารไนโตรฟูแรน: อะมิ

โนไฮแดนโทอิน 

 2.การพฒันาชุดตรวจสารแคลบูทารอลดว้ยวธีิเอนไซมลิ์งคอิ์มมูโนซอร์เบนทเ์อสเสย ์

 3. การพฒันาแถบทดสอบส าเร็จรูปส าหรับการตรวจสารกลุ่มฟลูออโรคิวโนโลนในผลิตภณัฑอ์าหาร 

 4. การพฒันาชุดตรวจวเิคราะห์โพรเจสเทอโรนในน ้ านมโคดว้ยวธีิเอนไซมลิ์งคอิ์มมิวโนซอร์เบนตแ์อสเสย ์  

4. ผู้ร่วมโครงกำรคนที ่3 

       4.1  ช่ือ-สกลุ  ดร. นนัทิกา คงเจริญพร (ปานจนัทร์) 

Dr. Nanthika  Khongchareonporn (Panchan) 
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       4.2 เลขทีป่ระจ ำตวัประชำชน   3 6399 00091 73 5  

       4.3 ต ำแหน่งทำงวชิำกำร อาจารย ์

       4.4 หน่วยงำน สถาบนัเทคโนโลยชีีวภาพและวศิวกรรมพนัธุศาสตร์ 

 จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 

 อาคารสถาบนั 3 เขตปทุมวนั กรุงเทพฯ 10330 

       โทรศัพท์ 02-218-8078  โทรสำร  02-253-3543 

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

       4.5 ประวตักิำรศึกษำ 

ปีทีจ่บกำรศึกษำ ระดบัปริญญำ อกัษรย่อ สำขำวชิำ สถำบัน ประเทศ 

2539 

2542 

2547 

ตรี 

โท 

เอก* 

วท.บ. 

วท.ม. 

วท.ด. 

ชีวเคมีและชีวเคมีเทคโนโลย ี

เทคโนโลยชีีวภาพ 

เทคโนโลยชีีวภาพ 

มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ 

จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 

จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 

ไทย 

ไทย 

ไทย 

         

       4.6 สำขำวชิำทีม่คีวำมช ำนำญ (แตกต่ำงจำกวุฒิกำรศึกษำ) ระบุสำขำวชิำกำร 

 Immunology: Monoclonal Antibody Production, Protein Purification 

       4.7 ประสบกำรณ์ทีเ่กีย่วข้องกบักำรบริหำรงำนวจิยัทั้งภำยในและภำยนอกประเทศ  

4.7.1   ผูอ้  านวยการแผนงานวจิยั – ไม่มี 

   4.7.2   หวัหนา้โครงการวจิยั    

    สารยบัย ั้งจุลินทรียจ์ากเพรียงทราย  

    การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อเตตราไซคลินเพ่ือพฒันาชุด 

   ตรวจสอบดว้ยวธีิ เอนไซมลิ์งคอิ์มมูโนซอร์เบนทเ์อสเสย ์(ปีท่ี 1) 

mailto:nanthika.k@chula.ac.th
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   4.7.3  งานวจิยัท่ีท าเสร็จแลว้ 

   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. 
 



75 

Proceeding 

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

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

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

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

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

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

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

Innovation for Sustainable Development International Conference (TISD2010).  4-6 March 2010. Faculty of Engineering, 

Khon Kaen University, Thailand. 

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

antibodies against oxytetracycline. The 1st CMU  Graduate Research conference . 27th November 2009. Chiangmai 

University, Chiangmai, Thailand. 

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

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

University, Bangsaen Chonburi, Thailand. p: 185. 

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

Yersinia enterocolitica. 9th National Grad Research  Conference. 14-15 March 2008. Burapha University, Bangsaen 

Chonburi, Thailand. p: 120. 

8.   Kongkavitoon P, Khongchareonporn N and Komolpis K. Production and characterization  
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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 14 th- 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  งานวจิยัท่ีก าลงัท า 

1. การพฒันาชุดตรวจสอบแรกโตปามีนดว้ยวธีิ Enzyme-linked Immunosorbent Assay   (ELISA)  แหล่ง 

          ทุน มหาวทิยาลยัวจิยัแห่งชาติ จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั  ปี 2555 การวจิยัลุล่วงไปแลว้ประมาณร้อยละ 70   

 2.การพฒันาชุดตรวจสอบเตตราไซคลิน โดยวธีิเอนไซมลิ์งคอิ์มมูโนซอร์เบนทเ์อสเสย ์ (ELISA)  แหล่งทุน      

          งบประมาณแผน่ดิน ปี 2555 การวจิยัลุล่วงไปแลว้ประมาณร้อยละ 50  

5. ผู้ร่วมโครงกำรคนที ่4 

     5.1  ช่ือ-สกลุ   นายอณุมาศ บวัเขียว 

Mr. Anumart Buakeaw 

     5.2 เลขทีป่ระจ ำตวัประชำชน   3 8099 00658 39 3  

     5.3 ต ำแหน่งทำงวชิำกำร นกัวจิยั 

     5.4 หน่วยงำน สถาบนัเทคโนโลยชีีวภาพและวศิวกรรมพนัธุศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 

 อาคารสถาบนั 3 เขตปทุมวนั กรุงเทพฯ 10330 
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     โทรศัพท์ 02-218-8076  โทรสำร  02-253-3543 

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

     5.5 ประวตักิำรศึกษำ 

มหำวทิยำลยั ปริญญำ สำขำวชิำ ปีทีไ่ด้รับ พ.ศ. 

จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 

จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 

ปริญญาโท 

ปริญญาตรี 

เทคโนโลยชีีวภาพ 

ชีวเคมี 

2545 

2541 

 

     5.6 สำขำวชิำกำรทีม่คีวำมช ำนำญพเิศษ 

เทคโนโลยีชีวภาพ การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี การเตรียมชุดตรวจ ELISA และการทดสอบประสิทธิภาพชุด

ตรวจ 

     5.7 ประสบกำรณ์ทีเ่กีย่วข้องกบักำรบริหำรงำนวจิยัทั้งภำยในและภำยนอกประเทศ   

               5.7.1  ผูอ้  านวยการแผนงานวจิยั : ไม่มี 

               5.7.2  หวัหนา้โครงการวจิยั : ไม่มี 

               5.7.3 งานวจิยัท่ีท าเสร็จแลว้ (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 งานวจิยัท่ีก าลงัท า  

 1. การพฒันาชุดตรวจดว้ยวธีิเอนไซมลิ์งคอิ์มมูโนซอร์เบนทเ์อสเสยข์องอนุพนัธ์ของสารไนโตรฟแูรน 

 2. การพฒันาชุดตรวจดว้ยวธีิเอนไซมลิ์งคอิ์มมูโนซอร์เบนท์เอสเสยข์องอนุพนัธ์ของสารไนโตรฟูแรน: อะมิ

โนไฮแดนโทอิน 

mailto:anumart.b@chula.ac.th


78 

 3. การพฒันาแถบทดสอบส าเร็จรูปส าหรับการตรวจสารกลุ่มฟลูออโรคิวโนโลนในผลิตภณัฑอ์าหาร 

                        4. การพฒันาชุดตรวจวเิคราะห์โพรเจสเทอโรนในน ้ านมโคดว้ยวธีิเอนไซมลิ์งคอิ์มมิวโนซอร์เบนตแ์อสเสย ์
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