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บทคัดยอภาษาไทย 
 

อะฟลาทอกซิน (aflatoxin, AF) เปนกลุมสารพิษที่เกิดจากราซึ่งอาจปนเปอนอยูในพืชที่ใชเปน
อาหารสัตว  อะฟลาทอกซินหลักที่พบไดแก อะฟลาทอกซินบี1 อะฟลาทอกซินบี2 อะฟลาทอกซินจี1 
และอะฟลาทอกซินจี2 เมื่อสัตวไดรับอะฟลาทอกซินชนิด บี1 (AFB1) เขาสูรางกายจะเกิดการเปลี่ยนรูป
เปนอะฟลาทอกซินชนิด เอ็ม1 (AFM1) ที่บริเวณตับและหลั่งออกมายังตอมนํ้านม ซึ่งสารน้ีเปนสารกอ
มะเร็งชนิดหน่ึง ดังน้ันการตรวจหาปริมาณของ AFM1 ที่มีอยูในผลิตภัณฑนมจึงมีความจําเปน ในการ
ตรวจวัดปริมาณ AFM1 น้ันทําไดหลายวิธี โดยวิธีที่นิยมใชตรวจคัดกรองตัวอยางจํานวนมากไดแกวิธี
เอนไซมลิงกอิมมิวโนซอรเบนทแอสเสย (enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) ในปจจุบัน
ชุดตรวจ AFM1 ดวยวิธี ELISA น้ีตองนําเขาจากตางประเทศ ดังน้ัน งานวิจัยน้ีจึงมีเปาประสงคเพ่ือผลิตโม
โนโคลนอลแอนติบอดีตอ AFM1 สําหรับใชในการพัฒนาการตรวจดวยวิธี ELISA โดยทําการฉีดแอนติเจน 
AFM1 ที่เช่ือมตอกับอัลบูมินในซีรัมของวัว เพ่ือทําการกระตุนภูมิคุมกันของหนูไมซสายพันธุ BALB/c 
จํานวน 5 ตัว พบวาหนูทุกตัวตอบสนองตอแอนติเจน โดยสรางแอนติบอดีที่มีคาระดับแอนติบอดีในเลือด 
ระหวาง 1:8,192,000 และ 1:32,768,000 เมื่อทําการหลอมรวมเซลลมามของหนูไมซกับเซลลมัยอีโลมา 
P3X เพ่ือเตรียมโมโนโคลน พบวาไดโมโนโคลนจํานวน 5 โคลน ไดแก AFM1-1, AFM1-3, AFM1-9, 
AFM1-15 และ AFM1-17 โมโนโคลแอนติบอดี (MAb) จากโคลนเหลาน้ีมีไอโซไทปเปนชนิด IgG1 ทั้งหมด 
เมื่อทดสอบความไวของMAb ซึ่งวัดในรูปของคาความเขมขนของสารที่ตํ่าที่สุดที่สามารถตรวจวัดได (limit 
of detection, LOD) มีคาเทากับ 16, 15, 5, 7 และ 8 พิโคกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ การทดสอบการ
ทําปฏิกิริยาขามของ MAb ตอสารตางๆ แสดงวา MAb เกิดปฏิกิริยาขามกับ AFB1 และ AFG1 แตไม
เกิดปฏิกิริยาขามกับสารนอกกลุมที่ใชทดสอบ ตอมาไดทําการเลือก AFM1-9 มาผลิต MAb แลวใชในการ
เตรียม ELISA และประเมินประสิทธิภาพการตรวจวัด AFM1 ที่ถูกเติมลงไปในนํ้านมตัวอยาง จากการ
ทดลองพบวา  คารอยละของการไดกลับคืน และคารอยละสัมประสิทธ์ิความแปรปรวนของการวิเคราะห
แบบ Intra-assay อยูในชวง 92 – 104% และ 3.50 – 15.8% ตามลําดับ สวนการวิเคราะหแบบ Inter-
assay จะไดคาอยูในชวง 100 – 103% และ 1.32 – 7.98% ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบกับผลการ
ตรวจวัด AFM1 ระหวางวิธีELISA และ HPLC พบวาผลการตรวจวัดทั้งสองวิธีสอดคลองกัน โดยมีคา R2 
เทากับ 0.992 จากผลการทดลองช้ีใหเห็นวา MAb ที่ผลิตจากโมโนโคลน AFM1-9 มีความเหมาะสม
สําหรับการนํามาใช ELISA เพ่ือตรวจวัด AFM1 อยางมีประสิทธิภาพในการตรวจคัดกรองตัวอยางนํ้านม
ดิบ 
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บทคัดยอภาษาอังกฤษ 

 
Aflatoxins (AFs) are the group of toxin produced from fungi which may 

contaminate animal feeds. The major AFs found are B1 (AFB1), B2, G1 and G2.  After AFB1 
enters into the animals, it is transformed to aflatoxin M1 (AFM1) at the liver and is 
secreted into the milk gland. AFM1 is known to be a carcinogenic agent. Therefore, 
detection of AFM1 presented in dairy products is essential. Detection of AFM1 can be 
performed by several methods but the most widely used method suitable for screening 
a large number of samples is enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Currently, 
ELISA kit for AFM1 must be imported. Therefore, this research aims to produce 
monoclonal antibody (MAb) against AFM1 for development of ELISA. Mice (BALB/c) were 
immunized with AFM1-bovive serum albumin conjugate. All mice responded to the 
injected antigen by producing antibody at the titer level between 1:8,192,000 and 
1:32,768,000. Conventional cell fusion between splenocytes and P3X myeloma cells was 
performed to obtain 5 monoclones assigned as AFM1-1, AFM1-3,   AFM1-9,   AFM1-15 and 
AFM1-17. Isotype of monoclonal antibody from these monoclones was found to be IgG1. 
The sensitivity of each MAb, measured in term of the lowest concentration that can be 
detected called limit of detection, LOD) was found to be 16, 15, 5, 7 and 9 pg/ml, 
respectively. Test of cross-reactivity to several substances showed that MAb cross-
reacted to AFB1 and AFG1 but did not cross-reacted to other non-aflatoxin substances. 
Subsequently, AFM1-9 was selected to produce MAb which was used in ELISA 
preparation and evaluation of the detection of AFM1 fortified in milk sample. It was 
found that % recovery and % coefficient of variation (CV) of intra-assay was in the range 
of 92 – 104% and 3.50 – 15.8%, respectively. In case of inter-assay, those values were 
100 – 103% and 1.32 – 7.98%, respectively. Comparative detection of AFM1 between 
ELISA and HPLC illustrated that both methods were in a good agreement with the R2 of 
0.992.  These results indicated that MAb produced from monoclone AFM1-9 was suitable 
for efficiently ELISA - screening detection of AFM1 in raw milk samples. 
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1.  บทนํา (Introduction) 
 

1.1 ความสําคัญและที่มาของปญหาที่ทําการวิจัย 
 

อะฟลาทอกซิน (Aflatoxins; AFs) เปนกลุมของสารพิษที่เกิดจากเช้ือรา ซึ่งเปนสารเมแทบอไลท    ทุติย
ภูมิ ของ Aspergillus flavus และ Aspergillus parasiticus ที่มีการปนเปอนอยูในพืช และผลผลิตที่สําคัญทาง
การเกษตร อะฟลาทอกซินแบงออกไดหลายชนิด เชน อะฟลาทอกซินบี (AFB1, AFB2) อะฟลาทอกซินจี (AFG1, 
AFG2) และอะฟลาทอกซินเอ็ม (AFM1, AFM2) ซึ่ง A. flavus จะผลิตเฉพาะอะฟลาทอกซินชนิดบีเทาน้ัน สวน A. 
parasiticus จะผลิตทั้งอะฟลาทอกซินชนิดบี และอะฟลาทอกซินชนิดจี เมื่อสัตวถูกเลี้ยงดวยอาหารที่มีการ
ปนเปอนของ AFB1 จะเกิดการเปลี่ยนแปลงกลายเปน AFM1 ที่บริเวณตับและจะถูกหลั่งออกมายังตอมนํ้านมของ
สัตว โดย  AFM1 น้ีมีสมบัติทนความรอนไดสูง จึงมีความเสถียรเมื่อผานกระบวนการถนอมอาหารดวยความรอน 
AFM1 เปนสารที่มีพิษตอตับและเปนสารกอมะเร็ง ดังน้ันการรับประทานอาหารที่มีการปนเปอนในระดับสูงเปน
ระยะเวลานานหลายวันจะทําใหเกิดความเปนพิษแบบเฉียบพลันได โดยจะมีอาการไขสูง มีดีซานเกิดขึ้นอยาง
รวดเร็ว แขนขาบวม ปวดเมื่อย อาเจียน ตับบวม และถึงเสียชีวิตในรายที่รุนแรง สวนการรับประทานอาหารที่มี
การปนเปอนในระดับตํ่าถึงปานกลางเปนระยะเวลานาน จะทําใหเกิดความเปนพิษแบบเรื้อรัง ดังน้ันการบริโภคนม
หรือผลิตภัณฑนมที่มีการปนเปอนของ AFM1   ในปริมาณนอยก็สามารถกอใหเกิดความเสี่ยงตอสุขภาพของ
ผูบริโภคได โดยเฉพาะอยางย่ิงในเด็กซึ่งเปนผูบริโภคหลัก จากอันตรายดังกลาว จึงไดมีการกําหนดใหมีปริมาณสาร
ตกคางสูงสุด (maximum residue limit, MRL) ของ AFM1 ในนํ้านมและผลิตภัณฑนมสําหรับเด็กทารกไวที ่
0.05 และ 0.025 ppb ตามลําดับ ดังน้ันจึงตองมีการตรวจวิเคราะหหาปริมาณ AFM1 ที่ปนเปอนในนมและ
ผลิตภัณฑนม โดยการตรวจดวยวิธีทางเคมี เชน High Performance Liquid Chromatography (HPLC) และ 
Liquid Chromatography-Mass Spectrometry  (LC-MS) มีความถูกตองและความแมนยําในการตรวจวิเคราะหสูง 
แตเปนเครื่องมือที่มีราคาแพง และตองใชผูเช่ียวชาญในการวิเคราะห นอกจากน้ียังใชเวลานานในการเตรียม
ตัวอยางกอนการวิเคราะห และไมเหมาะสําหรับการวิเคราะหตัวอยางจํานวนมาก  สวนการตรวจโดยการใชวิธีทาง
ภูมิคุมกันวิทยาจะเปนวิธีที่ตรวจสอบงาย สะดวก ไดผลเร็ว แมนยํา คาใชจายนอยกวา และเหมาะที่จะใชในการตรวจ
คัดกรอง (Screening Test) ตัวอยางที่มีจํานวนมาก กอนนําไปตรวจหาปริมาณดวยเทคนิคทางเคมี  ในปจจุบันชุด
ตรวจสอบดวยวิธี ELISA น้ีตองนําเขาจากตางประเทศ ดังน้ันโครงการน้ีจึงมีวัตถุประสงคเพ่ือผลิตโมโนโคลนอล
แอนติบอดีตอAFM1 และนําแอนติบอดีที่คัดเลือกไดมาพัฒนาเปนชุดตรวจดวยวิธี ELISA 
 
1.2 วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 
 

1.2.1 ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีความจําเพาะตอ AFM1 
1.2.2 พัฒนา ELISA โดยใชแอนติบอดีที่ไดสําหรับตรวจวัด AFM1 ในนํ้านม 
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1.3 ขอบเขตการวิจัย 
 
1.3.1 กระตุนหนูทดลองเพ่ือใหสรางแอนติบอดีตอ AFM1 
1.3.2 หลอมรวมเซลลมามของหนูทดลองและเซลลไมอีโลมาเพ่ือสรางเซลลไฮบริโดมาที่ผลิตแอนติบอดี 
1.3.3 คัดเลือกโมโนโคลนอลแอนติบอดีและพัฒนาการตรวจดวย ELISA 
1.3.4 วิเคราะห AFM1 มาตรฐานในนํ้านมดิบดวย ELISA ที่พัฒนาขึ้น 

 

1.4 ทฤษฎี สมมุติฐานและกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย 
 
อะฟลาทอกซิน (Aflatoxins; AFs) เปนสารพิษที่เกิดจากเช้ือรา Aspergillus flavus และ Aspergillus 

paraciticus ซึ่งเจริญเติบโตไดดีในภูมิอากาศแบบรอนช้ืน มีสมบัติเปนพิษตอคน พืช และสัตว อะฟลาทอกซินที่
สําคัญมี 4 ชนิด คือ บี1 บี2 จี1 และจี2 สวนอะฟลาทอกซินเอ็ม1 จะพบไดในนํ้านม ซึ่งเกิดจากการเมแทบอไลท
ของอะฟลาทอกซินชนิดบี1 ที่เกิดขึ้นในบริเวณตับของสัตวที่ถูกเลี้ยงดวยอาหารที่มีการปนเปอนของอะฟลาทอกซิน
บี1 และจะหลั่งออกมายังตอมนํ้านมของสัตว  

 อะฟลาทอกซิน มักพบในพืชตระกูลถั่ว โดยเฉพาะถั่วลิสงและผลิตภัณฑจากถั่วลิสง และในอาหารแหง
หลายชนิด เชน พริกแหง พริกปน กระเทียม หัวหอม กุงแหง ผลไมแหง สมุนไพร รวมถึงเมล็ดขาวโพด ขาวโอต 
ขาวสาลี มันสําปะหลัง และเมล็ดพืชที่ใชทําอาหารสัตว สภาวะที่เหมาะสมทําใหเช้ือราสามารถผลิตสารพิษไดดี
ที่สุดอยูในชวงอุณหภูมิ 24-32 องศาเซลเซียส และความช้ืนสัมพัทธต้ังแต 75 เปอรเซนตขึ้นไป ภูมิอากาศแบบรอน
ช้ืนทําใหเช้ือราเจริญเติบโต และสามารถสรางสารพิษอะฟลาทอกซินไดดี โดยสารพิษจะอยูภายในเมล็ดพืชหรือ
วัตถุดิบเหลาน้ัน และไมสามารถมองเห็นไดดวยตาเปลา ซึ่งประเทศไทยอยูในภูมิอากาศดังกลาวจึงทําใหมีความ
เสี่ยงสูงตอการเกิดสารพิษอะฟลาทอกซินกับผลิตผลทางการเกษตร  

2องคการอนามัยโลกจัดใหสารอะฟลาทอกซินเปนสารกอมะเร็งที่รายแรงมากที่สุดชนิดหน่ึง เน่ืองจาก
ปริมาณของอะฟลาทอกซินเพียง 1 ไมโครกรัม ก็สามารถทําใหเกิดการกลายพันธุในแบคทีเรีย และทําใหเกิดมะเร็ง
ในสัตวทดลองไดหากไดรับอยางตอเน่ือง เมื่ออะฟลาทอกซินเขาสูรางกาย บางสวนจะถูกกระบวนการเมแทบอลิซึม
ของรางกายเปลี่ยนแปลงเปนสารเมแทบอไลทหลายตัว ซึ่งมีทั้งที่มีพิษมากขึ้น และพิษนอยลง โดยสารเมแทบอไลท
ดังกลาวจะถูกสะสมในรางกาย และบางสวนถูกขับออกทางปสสาวะ อุจจาระ และทางนํ้านม 2โดยจะพบอะฟลา
ทอกซินเอ็ม1 ในนํ้านมไดภายใน 12-24 ช่ัวโมง หลังจากโคไดรับอาหารที่มีอะฟลาทอกซิน และจะพบมากในชวง
วันแรก โดยปริมาณอะฟลาทอกซินเอ็ม1 ที่พบจะมีปริมาณ 1% ของอะฟลาทอกซินบี1 ที่โคไดรับ เน่ืองจากพิษ
ของอะฟลาทอกซินน้ันรุนแรงมาก แมในปริมาณเพียงเล็กนอยก็สามารถกอใหเกิดอันตรายได ทางคณะกรรมการ
อาหารและยาสหรัฐอเมริกา (USFDA) กําหนดใหมีอะฟลาทอกซินในอาหารและนมไดไมเกิน 20 และ 0.5 ppb 
ตามลําดับ แตประเทศในยุโรปกําหนดใหมีปริมาณอะฟลาทอกซินเอ็ม1 ในนํ้านมและนมเด็กทารกไดไมเกิน 0.05 
และ 0.025 ppb ตามลําดับ สวนคณะกรรมาธิการโคเด็กซ (Codex Committee on Food Additived and 
Contaminants, Joint FAO/WHO Food Standard Programme) ซึ่งทําหนาที่กําหนดและควบคุม
มาตรฐานสากลของการปนเปอนในอาหารที่แลกซื้อขายระหวางประเทศได ต้ังขอเสนอการกําหนดคา
มาตรฐานสากล วาดวยการปนเปอนของอะฟลาทอกซินในอาหารตางๆ ไวในเกณฑที่ตํ่า คือในนมและผลิตภัณฑนม
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ใหมีการปนเปอนของอะฟลาทอกซินเอ็ม1 ไมเกิน 0.5 ppb สําหรับประเทศไทยมีประกาศจากกระทรวง
สาธารณสุขฉบับที่ 98 (พ.ศ. 2529) เรื่อง มาตรฐานอาหารที่มีสารปนเปอน กําหนดปริมาณอะฟลาทอกซินใน
อาหารทั่วไปไดไมเกิน 20 ppb  

โดยวิธีที่นิยมใชในการตรวจวัดปริมาณสารเพ่ือคัดกรองจากตัวอยางมากในปจจุบันวิธีหน่ึงคือ ELISA ซึ่งมี
การศึกษากันอยางกวางขวางในการตรวจวัดสารตกคางชนิดตางๆ ในผลิตภัณฑอาหารหลายชนิด ทําใหมีชุดตรวจ 
ELISA สําเร็จรูปทางการคาอยูจํานวนมาก โดยวัตถุดิบที่สําคัญในการเตรียม ELISA คือ แอนติบอดี เพราะเปน
ปจจัยสําคัญตอความไวและความจําเพาะเจาะจงของชุดตรวจ โดยแอนติบอดีที่เหมาะสมในการเตรียมชุดตรวจเพ่ือ
ใชงานในระยะยาวคือ โมโนโคลนอลแอนติบอดี เพราะมีสมบัติคงที่ สามารถเก็บโมโนโคลนสําหรับนํามาผลิตโมโน
โคลนอลแอนติบอดีในระยะยาวได แตอยางไรก็ตาม ในประเทศไทยยังไมพบวามีการผลิตชุดตรวจ ELISA สําหรับ
ตรวจ AFM1  
 

1.5 การทบทวนวรรณกรรมที่เก่ียวของ 
  
 โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอ AFM1 ไดถูกสรางขึ้นโดยการฉีดกระตุนภูมิคุมกันของหนูสายพันธุ 
BALB/C ดวย AFM1-BSA และนํามามไปหลอมรวมกับเซลลมัยอีโลมา P3-NS1-Ag4-1 จนไดโมโนโคลน 2 โคลน 
ไดแก AMW-1 และ AMW-4 ซึ่งมีคาความไวโดยรายงานอยูในรูปของความเขมขนของสารที่ทําใหคาการดูดกลืน
แสงลดลง 50% (IC50) ในการทํา ELISA อยูที่ 25 และ 50 ppb ตามลําดับ โดยแอนติบอดีจะเกิดปฏิกิริยาขามกับ 
AFB1 และ AFG1 แตไมเกิดปฏิกิริยาขามกับ AFB2 และ AFG2 (Woychik และคณะ, 1984) ตอมาไดมีรายงาน
การตรวจเปรียบเทียบวิเคราะห AFM1 (ในชวงความเขมขน 0.005-0.5 ppb) ในนมระหวางวิธี HPLC และ ELISA 
พบวา วิธี HPLC จะใหคา % recovery อยูในชวง 103 - 120% และคาความเขมขนตํ่าสุดที่สามารถตรวจวัดได 
(limit of detection, LOD) อยูที่ 0.01 ppb สวนวิธี ELISA จะใหคา % recovery อยูในชวง 88-106% และ 
LOD อยูที่ 0.002 ppb (Kim และคณะ, 2000) นอกจากน้ีไดมีการศึกษาใชแอนติบอดีในเทคนิค flow-injection 
immunoassay ในการตรวจ AFM1 ในนม โดยนําตัวอยางนมมาบมรวมกับแอนติบอดีและแอนติเจนที่ติดฉลาก
ดวยเอนไซม HRP ทิ้งไวใหเกิดการแขงขันระหวางแอนติเจนที่อยูในนมกับแอนติเจนที่ติดฉลากดวย HRP จากน้ัน
นํามาฉีดเขาสูระบบที่มีคอลัมน Protein G แอนติบอดีจะจับกับ Protein G อยูในคอลัมน สวนแอนติเจนทั้งตัวที่
ไมไดติดฉลากและตัวที่ติดฉลากที่ไมไดจับกับแอนติบอดีจะออกจากคอลัมน เขามาในสวนของการทําปฏิกิริยากับ
สารต้ังตนของเอนไซมและวัดกระแสไฟที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยา ถาวัดกระแสไฟที่เกิดจากปฏิกิริยาไดสูงแสดงวาใน
ตัวอยางมีความเขมขนของ AFM1 สูง ซึ่งจากวิธีน้ีสามารถวัดคาความเขมขนตํ่าสุดที่สามารถตรวจวัดไดอยูที่ 0.011 
ppb (Badea และคณะ, 2004) ตอมาไดมีพัฒนาวิธีตรวจหาการปนเปอนของ AFM1 ดวยวิธี ELISA โดยใช 
superparamagnetic nanoparticles เพ่ือลดเวลาและขั้นตอนในการทํา ELISA ทําใหทราบผลไดเร็วขึ้น นํา 
superparamagnetic nanoparticles มาเช่ือมตอกับโปรตีนจีและนําแอนติบอดีที่จําเพาะตอ AFM1 ยึดเกาะกับ
โปรตีนจี เพ่ือลดขั้นตอนในการ blocking จากน้ันนําไปเคลือบในจาน 96 หลุม ใสตัวอยางและ AFM1-HRP เพ่ือใช
แขงขันในการจับกับแอนติบอดีกนหลุม ใสสับสเตรตและหยุดปฏิกิริยา จากน้ันนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 650 
และ 450 นาโนเมตรซึ่งจากวิธีน้ีสามารถวัดคาความเขมขนตํ่าสุดที่สามารถตรวจวัดไดอยูที่ 0.004 ppb (Radoi 
และคณะ, 2008) อีกวิธีหน่ึงที่ที่มีการศึกษาคือการนําแอนติบอดีที่จําเพาะตอ AFB1 มาเช่ือมติดเขากับเจล 
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Sepharose 4B ซึ่งบรรจุอยูในคอลัมน แลวทําการใสตัวอยางและ AFB1-HRP เพ่ือไปจับกับแอนติบอดีที่อยูใน
คอลัมน ใสสารต้ังตนของเอนไซม ในกรณีที่ในตัวอยางไมมี AFM1 จะเกิดสีฟาในคอลัมน แตถามี AFM1ปนเปอน
ในตัวอยางจะไมเกิดสีในคอลัมน ซึ่งจากวิธีน้ีสามารถวัดคาความเขมขนตํ่าสุดที่สามารถตรวจวัดไดอยูที่ 0.04 ppb 
(Goryacheva และคณะ, 2009) แตวิธีน้ีไมเหมาะกับการตรวจคัดกรองตัวอยางจํานวนมาก ในชวงเวลาใกลเคียง
กันไดมีรายงานการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอ AFM1 และใชในการตรวจหา AFM1 ในนม 
แอนติบอดีที่ผลิตไดมีไอโซไทปเปน IgG2a เกิดปฏิกิริยาขามกับ AFM1, AFB1 และ AFG1 คิดเปน 100, 13.9 และ 
6.7% ตามลําดับ คาความเขมขนตํ่าสุดที่สามารถตรวจวัดไดอยูที่ 0.04 ppb จากการทดลองใส AFM1 ในปริมาณ 
0.1 - 3.2 ppb พบวา % recovery อยูในชวง 98% (Pei และคณะ, 2009) 
 

1.6 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ  
 

1.6.1 ไดโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีความไวและจําเพาะตอ AFM1 
1.6.2 ไดวิธี ELISA ที่มีประสิทธิภาพสําหรับตรวจวัด AFM1 ในนํ้านม 

 

1.7 แผนการดําเนินงานตลอดโครงการ 
  

กิจกรรม 
ระยะเวลา 

ปที่ 1 ปที่ 2 
เดือน 1-6 เดือน 7-12 เดือน 1-6 เดือน 7-12 

กระตุนระบบภูมิคุมกันของหนูไมซใหสรางแอนติบอดี
ตอ AFM1 

•√    

เตรียมเซลลไฮบริโดมาที่มีความสามารถในการสราง
แอนติบอดี 

•√ •√   

คัดเลือกเซลลไฮบริโดมาที่มีความสามารถในการสราง
แอนติบอดีตอ AFM1 

 •√   

ตรวจสอบไอโซไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดี  •√   

ทดสอบความไวของแอนติบอดี  •√ •√  

ทดสอบความจําเพาะของแอนติบอดี   •√  

ประเมินประสิทธิภาพการตรวจวัด AFM1 ดวย ELISA   •√ •√ 
เขียนรายงาน •√ •√ •√ •√ 
เขียนบทความเพ่ือตีพิมพ    •√ 

หมายเหตุ • หมายถึงจะดําเนินการ และ √ หมายถึงไดดําเนินการแลว  
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2. วิธีดําเนินการวิจัย (Materials & Method) 
 

2.1 สัตวทดลองและเซลลทีใ่ชในงานวิจัย 
 

สัตวทดลองและเซลล  แหลงที่มา 

หนูสายพันธุ BALB/c (inbred strain) เพศเมีย     
         อายุ 8 สัปดาห ศูนยสัตวทดลองแหงชาติ มหาวิทยาลัยมหดิล  

เซลล มัยอีโลมา SP2/0-Ag14 ATCC: CRL 8287 

เซลล มัยอีโลมา P3X 63AG8 ATCC: TIB-9 
 
2.2 เครื่องมือ วัสดุ และอุปกรณที่ใชในการวิจัย 
 

วัสดุและอุปกรณ แหลงที่มา 
กระบอกฉีดยาขนาด 1 และ 5 มิลลิลิตร Nipro, Thailand 
เข็มฉีดยาขนาด 18G และ 21G Nipro, Thailand 
กลองจุลทรรศนชนิดหัวกลับ Nikon, Japan 
ขวดแกว Boro, Germany 
ขวดเลี้ยงเซลลขนาด 10 และ 250 มิลลลิิตร Nunc, Denmark 
เครื่องปนเหว่ียง Hettich Zentrifugen, Germany 
เครื่องวัดความเปนกรดเปนดาง Metter Toledo, USA 
เครื่อง Microtiterplate reader Titertek multiskan, Finland 
จานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลุม Nunc, Denmark 
จานเลี้ยงเซลล Spl, Korea 
จานเลี้ยงเซลล ชนิด 96 หลุม, 48 หลุม และ 24 หลุม Costar, USA 
ชุดอิเล็กโทรฟอเรซีส Bio-rad, USA 
ตูดูดควัน Theera Trading co., Thailand 
ตูปลอดเช้ือ International Scientific  
 Supply Co., Ltd.,Thailand 
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วัสดุและอุปกรณ แหลงที่มา 
ทิป  Axygen, USA 
ปมลม Iwaki, Japan 
ปเปตแกว HBG, Germany 
ปเปตอัตโนมัติ Gilson, France 
หมอน่ึงฆาเช้ือ Udono-RII Memmert, Japan 
หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร Axygen, USA 
หลอดปนเหว่ียงขนาด 15 และ 50 มิลลิลิตร CLP, USA 
หลอดสําหรับแชแข็งเซลล  Nunc, Denmark 
อางควบคุมอุณหภูมิ Memmert, Germany 

 

2.3 สารเคมีทีใ่ชในงานวิจัย 

 

สารเคม ี แหลงที่มา 
Acrylamide gel Sigma-Aldrich, USA 
Aflatoxin B1 (AFB1) Fermentek, Israel 
Aflatoxin G1 (AFG1) Fermentek, Israel 
Aflatoxin M1 (AFM1) Fermentek, Israel 
Aflatoxin M1-BSA (AFM1-BSA) Sigma-Aldrich, USA 
Aminopterin Sigma-Aldrich, USA 
Ammoniumpersulfate (NH4)2S208; APS Sigma-Aldrich, USA 
Anti-mouse IgG (Fab specific)-Peroxidase Sigma-Aldrich, USA 
Anti-mouse IgG (whole molecule)-Peroxidase 
BCATM protein assay kit 

Jackson Immuno research 
laboratories, USA 
Pierce, USA 

Chloramphenicol Sigma-Aldrich, USA 
Cinoxacin Sigma-Aldrich, USA 
Ciprofloxacin Sigma-Aldrich, USA 
Citric acid Merck, Germany 
Coomassie brilliant blue R-250 Pierce, USA 
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สารเคม ี แหลงที่มา 
D-glucose Sigma-Aldrich, USA 
Deoxynivalenol (DON) Fermentek, Israel 
Diethyl ether Merck, Germany 
Dimethyl sulfoxide (DMSO) Merck, Germany 
di-Sodium hydrogenphosphate (Na2HPO4) Fluka, China 
Fetal calf serum (FCS) Invitromax, USA 
Enoxacin Sigma-Aldrich, USA 
Enrofloxacin Sigma-Aldrich, USA 
Freund's complete adjuvant (FCA) Sigma-Aldrich, USA 
Freund's incomplete adjuvant (FIA) Sigma-Aldrich, USA 
Gentamycin T.P.drug laboratories (1969) 
  Co.,Ltd., Thailand 
Glycerol Sigma-Aldrich, USA 
Glycine Sigma-Aldrich, USA 
Hydrochloric acid (HCl) Sigma-Aldrich, USA 
Hydrogen peroxide (H2O2) Fluka, Switzerland 
Hypoxanthine Sigma-Aldrich, USA 
Isotyping kit Sigma-Aldrich, USA 
L-glutamine Sigma-Aldrich, USA 
Nitrofurantoin Sigma-Aldrich, USA 
Norfloxacin Sigma-Aldrich, USA 
Oxytetracycline Sigma-Aldrich, USA 
Polyethylene glycol HYBRI-MAX® (PEG) Sigma-Aldrich, USA 
Pyruvic acid Sigma-Aldrich, USA 
RPMI 1640 medium Biochrom AG, Germany 
Skim milk Anline, Thailand 
Sodium bicarbonate (NaHCO3) Sigma-Aldrich, USA 
Sodium chloride (NaCl) Merck, Germany 
Sodium dihydrogen phosphate (NaH2PO4) Merck, Germany 
Sodium dodecyl sulfate (SDS) Sigma-Aldrich, USA 
Sodium pyruvate Sigma-Aldrich, USA 
Sulfuric acid (H2SO4) Merck, Germany 
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สารเคม ี แหลงที่มา 
3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidine (TMB) Sigma-Aldrich, USA 
N,N,N,N-Tetramethyl-Ethylenediamine (TEMED) Pierce, USA 
Tetracycline Sigma-Aldrich, USA 
Thimerosal Sigma-Aldrich, USA 
Thymidine Sigma-Aldrich, USA 
Tris (hydroxymethyl) Aminomethane (Trizma base) Sigma-Aldrich, USA 
Tween 20 Riedel-de Haën, UK 

 

2.4 กระตุนระบบภูมิคุมกันของหนูไมซใหสรางแอนติบอดีตอ AFM1 
ทําการฉีดกระตุนหนูไมซสายพันธุ BALB/c เพศเมีย อายุ 8 สัปดาห โดยการฉีด AFM1 ที่เช่ือมกับ

โปรตีนพาหะ (AFM1-BSA; Sigma -Aldrich) เขาภายในชองทองหนู โดยในการฉีดกระตุนครั้งแรกจะผสม 
Freund’s complete adjuvant (FCA) กับแอนติเจนในอัตราสวน 1:1 (ปริมาณแอนติเจนที่ฉีด 2.5 ไมโครกรัม
ตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร) และฉีดกระตุนซ้ําทุกๆ 2 สัปดาหโดยผสมแอนติเจนกับ Freund’s 
incomplete adjuvant (FIA) ในอัตราสวน 1:1 เชนกัน หลังจากฉีดกระตุน 3-4 ครั้ง ทําการเก็บตัวอยางเลือด
หลังฉีด 7 วัน เพ่ือนําไปทดสอบหาระดับแอนติบอดี (titer screening) ดวยวิธี indirect ELISA และทดสอบวา
แอนติบอดีที่ไดสามารถจับกับ AFM1 อิสระไดหรือไม ดวยวิธี indirect competitive ELISA  

 

2.5 เตรียมเซลลไฮบริโดมาที่มีความสามารถในการสรางแอนติบอดี 
นําเซลลมัยอีโลมา P3X เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ที่มีซีรัมจากลูกวัว (fetal calf serum; 

FCS) ความเขมขน 20% (v/v) โดยทําการเลี้ยงเซลลมัยอีโลมาใหอยูในระยะเอกซโพเนนเชียลประมาณ 4-5 วัน
กอนทําการหลอมรวมเซลล ในวันหลอมรวมเซลลควรมีเซลลที่มีชีวิตในจํานวนที่มากกวา 107 เซลล และนําเซลล
มัยอีโลมามาปนลางดวยอาหาร RPMI 1640 ที่มี gentamycin 0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ดวยความเร็ว 380 g 
เปนเวลา 5 นาที นําสวนใสออกแลวเติมอาหารเลี้ยงเซลลปริมาตร 5 มิลลิลิตรเพ่ือนําไปหลอมรวมกับเซลลมาม 
เตรียมเซลลมามโดยทําการสลบหนูดวยกาซคารบอนไดออกไซด เจาะเลือดจากหัวใจ เพ่ือเก็บซีรัม จากน้ันทําการ
เปดชองทองโดยวิธีปลอดเช้ือเพ่ือนํามามออกมา ใชกรรไกรตัดมามใหเปนช้ินเล็กๆ บนตะแกรงลวดตาถี่ แลวใชดาม
ของหลอดฉีดยาขนาด 10 มิลลิลิตร บดมามเบาๆ ใหละเอียด แลวนําเซลลมามที่ไดไปปนลางใน RPMI 1640 
ปริมาตร 40 มิลลิลิตรที่มี gentamycin 0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ดวยความเร็ว 380 g เปนเวลา 5 นาที นําสวน
ใสออกแลวเติมอาหารเลี้ยงเซลลปริมาตร 5 มิลลิลิตร นําเซลลของมามหนูที่ไดมาหลอมรวมกับเซลลมัยอีโลมา 
P3X ในอัตราสวนเซลลมามตอเซลลมัยอีโลมาเปน 1:3 ผสมใหเขากันเบาๆ กอนนําไปปนเหว่ียงดวยความเร็ว 380 
g เปนเวลา 5 นาที เทสวนใสทิ้ง แลวเขยาเบาๆ ใหเซลลทั้งสองรวมเปนเน้ือเดียวกัน แลวคอยๆ หยด 50% PEG ที่
มีมวลโมเลกุล 3000-3700 ดาลตัน ที่เปนสารชวยหลอมเซลลลงไป โดยใสรวมกันในหลอดสําหรับปนเหว่ียงขนาด 
50 มิลลิลิตร โดยควบคุมการหยดของ PEG ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใหหมดภายใน 1 นาที พรอมกับการหมุนหลอด
ชาๆ จากน้ันเติมอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ที่มี gentamycin 0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 30 มิลลิลิตร
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ดูดขึ้นลงเบาๆ กอนนําไปปนเหว่ียงดวยความเร็ว 380 g เปนเวลา 5 นาที เทสวนใสออก ทําเชนน้ี 2 ครั้ง เพ่ือเปน
การลาง PEG ออกจากเซลล เติมอาหารเลี้ยงเซลล HAT ซึ่งเปนอาหารที่เติมสาร hypoxanthine, aminopterin 
และ thymidine ที่มี FCS ความเขมขน 20% (v/v) จากน้ันปเปตลงในจานเลี้ยงเซลลชนิด 96 หลุม หลุมละ 200 
ไมโครลิตร นําไปเลี้ยงในตูบมที่มีคารบอนไดออกไซดความเขมขน 5% ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เลี้ยงเซลลไว 
10-14 วัน ดูการเจริญของเซลลไฮบริโดมา เมื่อเซลลเจริญไดประมาณ 25% ของพ้ืนที่กนหลุม ใหดูดอาหารเลี้ยง
เซลลไฮบริโดมาในแตละหลุมไปทดสอบวามีการสรางแอนติบอดีตอ AFM1 หรือไม 

 
2.6 คัดเลือกเซลลไฮบริโดมาที่มีความสามารถในการสรางแอนติบอดีตอ AFM1 

2.6.1 คัดเลือกขั้นที่ 1 โดยวิธี indirect ELISA 
ทําการเคลือบพ้ืนหลุมของจานชนิด 96 หลุมดวย AFM1-BSA ความเขมขน 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร หลุม

ละ 50 ไมโครลิตร แลวบมดวยอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12-24 ช่ัวโมง นํามาลางดวย 0.01M 
phosphate buffer saline (PBS) pH 7.4 ที่มี tween20 (PBS-T) เติมสารละลายนมพรองมันเนย (skim milk) 
เขมขน 5% (w/v) ใน PBS หลุมละ 300 ไมโครลิตร แลวนําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ลาง
ดวย PBS-T เติมตัวอยาง (เลือดหนูหรืออาหารเลี้ยงเซลล) หลุมละ 100 ไมโครลิตร นําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 2 ช่ัวโมง ลางดวย PBS-T จํานวน 3 ครั้ง เติมแอนติบอดีทุติยภูมิ goat anti-mouse IgG ที่มี horse 
redish peroxidase (GAM-HRP) เช่ือมอยู หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1 ช่ัวโมง 
ลางดวย PBS-T จํานวน 3 คร้ังเติมสารละลายสับสเตรตที่ประกอบดวย 3,3’5,5’-tetramethylbenzidine (TMB) 
และ H2O2 ละลายใน 0.2 M citrate buffer pH 4.0 หลุมละ 100 ไมโครลิตร  บมในที่มืดอุณหภูมิหองเปนเวลา 
10 นาที เติม 1M H2SO4 หลุมละ 100 ไมโครลิตร เพ่ือหยุดปฏิกิริยา นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
450 นาโนเมตร 

2.6.2 คัดเลือกขั้นที ่2 โดยวิธี indirect competitive ELISA 
เพ่ือทดสอบหาแอนติบอดีที่สามารถจับกับ AFM1 ที่อยูในรูปอิสระ โดยทําการเคลือบหลุมเชนเดียวกับขอ 

2.6.1 จากน้ันปเปตอาหารเลี้ยงเซลลหรือซีรัมหนู จากหลุมที่ใหผลบวกในการคัดเลือกในขอ 2.6.1 ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร เติมสารละลาย AFM1 ลงไปผสม นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ช่ัวโมง จากน้ันทํา
การแอสเสยเอนไซมเชนเดียวกับ 2.6.1 ถาหลุมที่เติม AFM1 ในรูปอิสระใหการดูดกลืนแสงที่ตํ่ากวา หลุมที่ไมมีการ
เติม AFM1 แสดงวาอาหารเลี้ยงเซลลที่มาจากหลุมดังกลาวมีแอนติบอดีที่ไดสามารถจับกับสาร AFM1 ในรูปอิสระ
ได นําเซลลไฮบริโดมาในหลุมน้ันมาแยกใหไดโคลนเด่ียวโดยวิธี limiting dilution โดยการเจือจางเซลลใหได 1 
เซลลตอหลุม เลี้ยงเซลลเด่ียวน้ีใหเจริญประมาณ 25% ของพ้ืนที่กนหลุมแลวตรวจสอบการสรางแอนติบอดีของ
เซลลดวยวิธี indirect competitive ELISA 

 

2.7 ตรวจสอบไอโซไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
นําโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดมาทําการตรวจสอบไอโซไทปโดยใชชุดตรวจสอบสําเร็จรูป Isotyping kit 

โดยทําการเตรียมแอนติบอดี ที่จําเพาะกับไอโซไทปชนิดตาง ๆ คือ  IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3, IgA และ IgM จาก 
isotyping kit มาเจือจางใหไดความเขมขน 1:6,000 เทาใน PBS เติม ลงในจาน ELISA ขนาด 96 หลุม หลุมละ 
100 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเปนเวลา 1 ช่ัวโมง หลังจากน้ันลางดวย PBS-T จํานวน 3 ครั้ง เติม
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แอนติบอดีที่ตองการตรวจสอบไอโซไทป หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 
ช่ัวโมง หลังจากน้ันลางดวย PBS-T จํานวน 3 ครั้ง แลวเติมแอนติบอดีทุติยภูมิที่จําเพาะตอ IgG ของหนูที่มีเอนไซม 
HRP  เช่ือมอยู (โดยที่แอนติบอดีทุติยภูมิมีความจําเพาะกับสวน Fab (HRP-Rabbit anti mouse IgG Fab 
specific) ของ IgG ของหนู ที่เจือจาง 1:2,000 ใน PBS  บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที หลังจากน้ันลางออก
ดวย PBS-T จํานวน 3 ครั้ง แลวเติมสารละลายสับสเตรตที่ประกอบดวย TMB และ H2O2 ละลายใน 0.2 M 
citrate buffer pH 4.0  หลุมละ 100 ไมโครลิตร เปนเวลา 10 นาที แลวเติม 1M H2SO4 หลุมละ 100 
ไมโครลิตร เพ่ือหยุดปฏิกิริยา นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร 
 

2.8 ทดสอบความไวของแอนติบอดี 
ความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจะรายงานเปนคาความเขมขนของสารที่ทําใหคาการดูดกลืนแสง

ลดลง 50% (50% of inhibition concentration; IC50) เมื่อทดสอบดวยวิธี indirect competitive ELISA 
เทียบกับที่ไมใสสารแขงขัน และคาความเขมขนของสารที่นอยที่สุดที่สามารถตรวจวัดได (limit of detection; 
LOD) ซึ่งทําไดโดยการนําแอนติบอดีที่ตองการทดสอบมาเจือจางใหไดความเขมขนที่เหมาะสม มาทําการเติมลงไป
ผสมกับสารที่ตองการทดสอบที่ความเขมขน 0.0048-4 นาโนกรัมกรัมตอมิลลิลิตร ซึ่งจะเกิดการแยงจับกันของสาร
ที่ตองการทดสอบในรูปอิสระในสารละลาย และ สารที่เคลือบอยูที่กนหลุม หลังจากวัดคาการดูดกลืนแสงแลว นํา
คาการดูดกลืนแสงที่ได มาเขียนกราฟโดยใชโปรแกรม graph pad prism 4 โดยแกน Y เปนคา %B/B0 และ แกน 
X เปนคา ล็อกกาลิทึมของความเขมขนของสารที่ทดสอบและคํานวณคา LOD โดยคํานวณจากคาความเขมขนที่ 
B0-3SD เมื่อ B และ B0 คือ คาการดูดกลืนแสงจาก ELISA ของหลุมที่มีการเติมแอนติเจนและไมเติม แอนติเจน 
ตามลําดับ และ SD คือ สวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
 

2.9 การทดสอบความจําเพาะของแอนติบอดี 
 
ทําการทดสอบโดยวิธี indirect competitive ELISA  ซึ่งไดจากการนําโมโนโคลนอลแอนติบอดีมาเจือ

จางใหไดความเขมขนที่เหมาะสม และเติมลงไปผสมกับสาร AFM1 และ ตัวแขงขันทีต่องการทดสอบซึ่งเปนสารใน
กลุม AFs จํานวน 2 ชนิด คือ AFB1 และ AFG1 ที่ความเขมขน 0.0048-4 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร รวมถึงสารนอก
กลุม AFs คือ deoxynivalenol ซึ่งเปนสารพิษที่สรางจาก Fusarium sp และสารกลุมยาปฏิชีวนะ ไดแก 
chloramphenicol, cinoxacin, ciprofloxacin, enoxacin, enrofloxacin, nitrofurantoin, norfloxacin, 
oxytetracycline และ tetracycline ซึ่งจะเกิดการแยงจับกันของสารที่ตองการทดสอบในรูปอิสระในสารละลาย 
กับสารที่เคลือบอยูที่กนหลุม หลังจากวัดคาการดูดกลืนแสงแลว นําคาการดูดกลืนแสงที่ได มาเขียนกราฟโดยใช
โปรแกรม graph pad prism 4 โดยแกน Y เปนคา %B/B0 และ แกน X เปนคาล็อกกาลิทึมของความเขมขนของ
สารที่ทดสอบ โดยคาความเขมขนของสารทีท่ําใหเกิดการย้ับยั้งที่ 50 % (50% of inhibition concentration; 
IC50) หาไดจากการนําคาที่ 50% B/B0 มาเทียบกับกราฟไดเปนคาความเขมขน และนําคาการดูดกลืนแสงที่ไดมา
หาคา IC50 ของสารแตละตัวที่ใชเปนตัวแขงขัน 
              IC50 ของ AFM1          x 100   
                                 IC50 ของ ตัวแขงขันที่ทดสอบ รอยละของปฏิกิริยาขาม = 
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2.10 ประเมินประสิทธิภาพการตรวจวัดของ ELISA 
นําตัวอยางนํ้านมดิบมาเติม AFM1 ที่ความเขมขนสุดทายเปน 5, 10, 25, 50 และ 100 นาโนกรัมตอ

มิลลลิิตร แลวทําการวิเคราะหปริมาณดวย ELISA ที่เตรียมขึ้น แลวคํานวณหาคาของความถูกตองในรูปของรอยละ
ของการไดกลับคืน (% Recovery) โดยทําการเปรียบเทียบระหวางปริมาณของสารทีวิ่เคราะหไดและสารที่เติมลง
ไป ดังสมการ 

  
       ปริมาณ AFM1 ที่วัดไดจากการวิเคราะห   x 100   
                                    ปริมาณ AFM1 ที่เติมลงในตัวอยาง 

 
ทําการวิเคราะหหาคาความแมนยําในการตรวจวัดทั้งแบบ intra-variation assay และ inter-variation 

assay โดยในแบบ intra-assay จะเปนการตรวจวัดปริมาณของ AFM1 ที่ความเขมขนหน่ึงๆ จํานวน 6 ซ้ําใน
บริเวณที่ตางๆ กันของไมโครไตเตอรเพลท สวนในแบบ inter-assay จะเปนการตรวจวัดปริมาณสารที่ความเขมขน
หน่ึงๆ ที่เตรียมขึ้น 6 ตัวอยางและทําการวิเคราะหตางวันกัน ทําการคํานวณหาคารอยละสัมประสทิธ์ิความ
แปรปรวนของการวิเคราะห (% coefficient of variation) ดังสมการ 
 

         คาเบ่ียงเบนมาตรฐานของการวัด (SD)   x 100 
                           คาเฉลี่ยของการวัดปริมาณสาร (µ) 

 
 
2.11 เปรียบเทียบการวิเคราะหระหวาง ELISA และHPLC 

เปรียบเทียบผลการวิเคราะหระหวางการวิเคราะหดวย ELISA และ HPLC โดยในการวิเคราะหดวย HPLC 
น้ันจะสงวิเคราะหที่บริษัทหองปฏิบัติการกลาง )ประเทศไทย (จํากัด  
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

รอยละของการไดกลับคืน  =  

รอยละของสัมประสิทธ์ิความแปรปรวนของการวิเคราะห =  
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3. ผลการวจิัยและวิจารณผล 
 

3.1 การฉีดกระตุนภูมิคุมกันของหนูไมซใหสรางแอนติบอดีตอ AFM1 
ทําการฉีดกระตุนหนูไมซทั้งหมด 5 ตัว ดวยแอนติเจน AFM1-BSA ความเขมขน 2.5 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร จํานวน 4 ครั้ง ทําการเก็บตัวอยางเลือดของหนูไมซในวันที่ 7 หลังจากการฉีดครั้งที่ 4 และแยกซีรัมมาหา
ระดับแอนติบอดีดวยวิธี indirect ELISA ไดผลดังภาพที่ 1 พบวาหนูทั้ง 5 ตัว มีการตอบสนองตอแอนติเจนที่ฉีด
เขาไป โดยสามารถผลิตแอนติบอดีตอ AFM1-BSA ได ทําการระบุระดับแอนติบอดีโดยพิจารณาจากความเจือจาง
ของซีรัม ที่ใหคาการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร มีคาประมาณ 0.1 (Liddle และ Cryer, 1991) พบวาหนูทั้ง 5 
ตัวใหระดับแอนติบอดีที่จําเพาะตอ AFM1-BSA อยูในชวง 8,192,000 – 32,768,000 โดยหนูที่ใหระดับแอนติบอดี
ตํ่าที่สุด คือ หนูตัวที่ 1และ2 ใหระดับแอนติบอดี 8,192,000 สวนหนูที่ใหระดับแอนติบอดีสูงที่สุด คือ หนูตัวที่ 5 
โดยใหระดับแอนติบอดี 32,768,000 
 

 

 

 
 

 

ภาพที่ 1 ระดับแอนติบอดีจากซีรัมของหนูไมซทีฉ่ีดกระตุนดวย AFM1-BSA จํานวน 5 ตัว ดวยวิธี indirect ELISA 
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3.2 การทดสอบความจําเพาะของแอนติบอดีตอ AFM1 ในรูปอิสระ 
เน่ืองจากแอนติเจนที่ใชในการฉีดกระตุนหนูทดลองน้ันอยูในรูปของ AFM1 ที่เช่ือมติดกับโปรตีน ซึ่ง

แอนติบอดีอาจจดจําสวนที่เช่ือมติดน้ีไดจึงใหผลบวกในการตรวจดวยวิธี indirect ELISA ในขอ 3.1 ดังน้ันจึงตอง
ทําการตรวจสอบความจําเพาะของแอนติบอดีตอ AFM1 ในรูปอิสระ ดวยวิธี indirect competitive ELISA พบวา
แอนติบอดีในซีรัมจากหนูไมซทั้ง 5 ตัวสามารถจับกับ AFM1ในรูปอิสระได โดยทําใหคาการดูดกลืนแสงที่ความยาว
คลื่น 450 นาโนเมตรลดลง เมื่อเทียบกับคาการดูดกลืนแสงในหลุมที่ไมมีการแยงจับของ AFM1 อิสระ โดยมี
เปอรเซ็นตการแขงขันในการแยงจับของ AFM1 ในรูปอิสระอยูในชวง 53 - 86 % ดังแสดงในตารางที่ 1 

 
ตารางที่ 1 การทดสอบความสามารถของแอนติบอดีในซีรัมในการจับกับแอนติเจนในรูปอิสระ โดยวิธี indirect 
competitive ELISA 
 

หนูตัวที่ ระดับความเจือจางของซีรัม 
  คาการดูดกลนืแสงที ่450 นาโนเมตร(n=3) 

% การแขงขัน 
ไมม ีAFM1 AFM1 (2µg/ml) 

1 1: 256,000 1.258 0.541 57 

2 1: 512,000 0.927 0.410 56 

3 1:512,000 0.956 0.185 81 

4 1:256,000 1.196 0.169 86 

5 1:1,024,000  0.808  0.380  53 
 

 

3.3 การผลิตเซลลไฮบริโดมาที่มีความสามารถในการสรางแอนติบอดีตอ AFM1 

ทําการหลอมรวมเซลลระหวางเซลลมามของหนูไมซกับเซลลมัยอีโลมาและเลี้ยงเซลลตางๆ ที่ผานการ
หลอมรวมเซลลในอาหารเลี้ยงเซลล HAT ซึ่งเซลลมัยอีโลมาจะไมสามารถเจริญไดและเซลลมามจะมีอายุขัยที่จํากัด 
ดังน้ันจะมีเฉพาะเซลลลูกผสมระหวางเซลลทั้งสองชนิดน้ีเทาน้ันที่เจริญได ตรวจดูเซลลไฮบริโดมาดวยกลอง
จุลทรรศนชนิดหัวกลับหลังจากการหลอมรวมประมาณ 10 วัน เมื่อเซลลไฮบริโดมาเริ่มมีการเจริญเติบโตในอาหาร
เลี้ยงเซลล HAT หลังจากที่มีการเจริญเติบโตของไฮบริโดมาเซลลประมาณ 1 ใน 4 ของหลุม นําอาหารเลี้ยงเซลล
ในหลุมที่มีโคโลนีของเซลลไฮบริโดมาเจริญขึ้นมาตรวจการผลิตแอนติบอดีโดยวิธี indirect ELISA หลังจากน้ันนํา
นํ้าเลี้ยงเซลลในหลุมที่ใหผลบวก (ใหคาการดูดกลืนแสงของอาหารเลี้ยงเซลลที่ 450 นาโนเมตร มากกวาหรือ
เทากับ 0.7) มาทําการทดสอบตอไป เพ่ือดูวาแอนติบอดีที่เซลลไฮบริโดมาผลิตได สามารถจับกับ AFM1 ในรูป
อิสระไดหรือไม โดยใชวิธี indirect competitive ELISA  

จากการหลอมรวมเซลลในครั้งที่ 1 เมื่อเลี้ยงเซลลไปประมาณ 1 สัปดาหพบวาในหลุมมีเซลลไฮบริโดมา
เจริญเพียงเล็กนอยเปนโคโลนีอยูในหลุม แตพบเซลลไฟโบรบลาสต (fibroblast) ซึ่งมีจํานวนมากกวาเซลลไฮบริโด
มา และมีเจริญอยางรวดเร็วจึงสงผลใหไปบดบังการเจริญของเซลลไฮบริโดมาจึงทําใหเซลลตายไปในที่สุด 
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จากการหลอมรวมเซลลครั้งที่ 2 และ 3 พบวาเซลลไฮบริโดมาที่ไดมีความสามารถในการผลิตแอนติบอดีที่
จําเพาะตอ AFM1-BSA ที่ใชเคลือบพ้ืนหลุมของจาน ELISA จากการทํา indirect ELISA แตไมสามารถจับกับ 
AFM1 อิสระจากการทํา indirect competitive ELISA จึงไมนํามาใชในการวิจัยตอไป 

จากการหลอมรวมเซลลครั้งที่ 4 ไดเซลลไฮบริโดมาที่สามารถผลิตแอนติบอดี และมีความสามารถในการ
จับกับสาร AFM1 อิสระ จํานวน 2 หลุม นําแตละหลุมมาแยกเซลลเด่ียวโดยวิธี limiting dilution หลังจากขั้น
ตอนน้ีรอใหเซลลไฮบริโดมาเจริญ แลวนํานํ้าเลี้ยงเซลลมาทดสอบวาเซลลยังสามารถผลิตแอนติบอดีและจับกับสาร
อิสระไดหรือไม แตพบวาเซลลไดสูญเสียความสามารถในการผลิตแอนติบอดีไป จึงไมนํามาใชในการวิจัยตอไป 

จากการหลอมรวมเซลลครั้งที่ 5 ไดเซลลไฮบริโดมาที่สามารถผลิตแอนติบอดี และมีความสามารถในการ
จับกับสาร AFM1 อิสระ จํานวน 11 หลุม นําแตละหลุมมาแยกเซลลเด่ียวโดยวิธี limiting dilution ทําการ
คัดเลือกโคลนที่มีความสามารถในการผลิตแอนติบอดีและสามารถจับกับ AFM1 อิสระไดดี โดยเปรียบเทียบคาการ
ดูดกลืนแสงจากการทํา indirect competitive ELISA โดยหลุมที่ใส AFM1 อิสระแลวทําใหคาการดูดกลืนแสง
ลดลงมากกวา 90% เมื่อเทียบกับหลุมที่ไมใส AFM1  พบวามีทั้งหมด 5 โคลนที่มีสมบัติดังกลาว จึงทําการกําหนด
รหัสของเซลลไฮบริโดมา ไดแก  AFM1-1, AFM1-3, AFM1-9, AFM1-15 และAFM1-17 ดังตารางที่ 2 ทําขยาย
เพ่ิมจํานวนเซลลแลวนําเซลลไปเก็บรักษาโดย แชแข็งในไนโตรเจนเหลว และเก็บอาหารเลี้ยงเซลลไวใชในการ
ตรวจสอบลักษณะสมบัติตอไป 

 
ตารางที่ 2 เซลลไฮบริโดมาที่ผลิตแอนติบอดีและสามารถจับกับสาร AFM1 อิสระ  
 

รหัสเซลล 
ไฮบริโดมา 

รหัสเซลลไฮบริโดมา 
คาการดูดกลืนแสงที ่450 นาโนเมตร (n=3)               

ไมม ีAFM1 AFM1 (2µg/ml) % การแขงขัน 

AFM1-1 130/1F/5G/11E/10F  2.737  0.088  97  

AFM1-3 130/1F/6F/10B/6H  2.838  0.075  97  

AFM1-9 131/11D/9D/10H/7G  2.992  0.277  91  

AFM1-15 70/3F/8H/11C  2.900  0.091  97  

AFM1-17 151/7B/12F/9H  2.756  0.118  96 

 

3.4 การตรวจสอบไอโซไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตจากไฮบริโดมาแตละโคลนมีความจําเปนที่จะตองตรวจสอบไอโซไทป 

เพ่ือที่จะไดเลือกชนิดของคอลัมนใหเหมาะสมในการทําแอนติบอดีใหบริสุทธ์ิหลังจากการผลิต เน่ืองจากกลุมยอย
ของ IgG แตละชนิด มีความสามารถในการจับกับ โปรตีนเอ หรือ โปรตีนจี ดวย affinity ตางกัน จากการทดสอบ
ไอโซไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากทั้ง 5 โคลน โดยวิธี indirect  ELISA พบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้ง 
5 โคลน มีไอโซไทปเปน IgG1 (แสดงในตารางที่ 3) 
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ตารางที่ 3 ผลการตรวจสอบไอโซไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยวิธี indirect ELISA 
 

รหัสเซลล 
ไฮบริโดมา 

คาการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร (n=3) 
IgG1 IgG2a IgG2b IgG3 IgA IgM 

AFM1-1 1.087 0.071 0.086 0.085 0.073 0.216 
AFM1-3 1.098 0.073 0.071 0.088 0.072 0.221 
AFM1-9 1.124 0.074 0.086 0.09 0.07 0.219 
AFM1-15 1.034 0.071 0.084 0.087 0.074 0.225 
AFM1-17 1.051 0.072 0.083 0.09 0.071 0.226 

 
3.5 การทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ AFM1 ในรูปอิสระ 

เน่ืองจากในแตละโคลนมีความสามารถในการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตางกัน จึงทําใหระดับความ
เขมขนของแอนติบอดีที่อยูในอาหารเลี้ยงเซลลแตกตางกัน จึงมีความจําเปนที่จะตองหาระดับการเจือจางที่
เหมาะสมกับแอนติเจนที่ใชเคลือบหลุมสําหรับการวิเคราะหดวยวิธี indirect ELISA โดยใชแอนติเจน AFM1-BSA 
ความเขมขน 0.2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ในการเคลือบหลุม เลือกคาความเจือจางที่ใหคาดูดกลืนแสงที่ 450 นาโน
เมตรมีคาใกลเคียง 1.000 พบวาระดับการเจือจางของแอนติบอดีที่เหมาะสมของโคลน AFM1-1, AFM1-3, AFM1-
15 และ AFM1-17 คือ 1:3,200 และโคลน AFM1-9 คือ 1:1,600  
 เมื่อทราบคาความเจือจางที่เหมาะสมของโมโนโคลนอลแอนติบอดีแตละโคลนแลว จากน้ันหาคาความ
ไวของแอนติบอดีซึ่งรายงานเปนคาความเขมขนของแอนติเจนแขงขันที่ทําใหคาการดูดกลืนแสงในภาวะที่ไมมีตัว
แขงขันลดลงครึ่งหน่ึง (50% inhibition concentration, IC50) และคาความเขมขนตํ่าสุดที่วัดได (limit of 
detection, LOD) ในการวิเคราะหดวยวิธี indirect competitive ELISA โดยใช AFM1 ในรูปอิสระเปนตัวแขงขัน
ที่ความเขมขนตาง ๆ โดยเริ่มจากความเขมขน 4.8 พิโคกรัมตอมิลลิลิตร (0.0048 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) จนถึง 4 
นาโนกรัมตอมิลลิลิตร พบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดี AFM1-1, AFM1-3, AFM1-9, AFM1-15 และ AFM1-17 ให
คา IC50 เทากับ 40, 36, 17, 28 และ 23 พิโคกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ และใหคา LOD เทากับ 16, 15, 5, 7 
และ 8 พิโคกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ ดังแสดงในภาพที่ 2 และตารางที่ 4  

เมื่อเปรียบเทียบคา LOD ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดในงานวิจัยน้ีกับแอนติบอดีที่รายงานโดย Pei 
และคณะ (2009) ซึ่งมีคา LOD อยูที่ 0.04 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร (40 พิโคกรัมตอมิลลิลิตร) พบวาคา LOD ของโม
โนโคลนอลแอนติบอดี AFM1-1, AFM1-3, AFM1-9, AFM1-15 และ AFM1-17 มีความไวสูงกวา และมีความไวสูง
เพียงพอตอการนําไปพัฒนาการตรวจ AFM1 ในระดับที่ตํ่ากวาคาที่คณะกรรมาธิการยุโรป (European 
Commission) ไดกําหนดไววาใหมีปริมาณของ AFM1 ในนํ้านมและผลิตภัณฑนมสําหรับเด็กทารกไดไมเกิน 0.05 
นาโนกรัมตอมิลลิลิตร (50 พิโคกรัมตอมิลลิลิตร) และ 0.025 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร (25 พิโคกรัมตอมิลลิลิตร) 
ตามลําดับ 
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ภาพที่ 2 กราฟแสดงความสัมพันธระหวางอัตราสวนการดูดกลืนแสงและปริมาณ AFM1 ในการแขงขัน
เมื่อทดสอบดวย indirect competitive ELISA ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี AFM1-1, AFM1-3, AFM1-
9, AFM1-15 และ AFM1-17 (n=3) 
 
 
ตารางที่ 4 IC50 และ LOD ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี จากการวิเคราะหดวยวิธี indirect 
competitive ELISA (n=3) 

 

รหัสเซลลไฮบริโดมา 
IC50  

(พิโคกรัมตอมลิลิลิตร) 
LOD  

(พิโคกรัมตอมลิลิลิตร) 
AFM1-1 40 16 
AFM1-3 36 15 
AFM1-9 17 5 
AFM1-15 28 7 
AFM1-17 22 8 
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3.6 การทดสอบความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
ทดสอบความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยทดสอบปฏิกิริยาขามของโมโนโคลนอลแอนติบอดี

ทั้ง 5 โคลนโดยวิธี indirect competitive ELISA โดยใชตัวแขงขันเปนสารในกลุม AFs คือ AFB1 และ AFG1 
สวนสารนอกกลุม AFs ไดแก deoxynivalenol (DON) ซึ่งเปนสารพิษจาก Fusarium sp. และสารในกลุมยา
ปฏิชีวนะ ไดแก tetracycline, oxytetracycline, chloramphenicol, ciprofloxacin, enrofloxacin, 
norfloxacin, enoxacin, cinoxacin และ nitrofurantoin นําผลคาการดูดกลืนแสงที่ไดจากการทํา ELISA มา
คํานวณหา IC50 ของแตละสารโดยใชโปรแกรม graph pad prism 4 จากการทดสอบพบวาแอนติบอดีเกิด
ปฏิกริยาขามกับสารในกลุม คือ AFB1 และ AFG1 ทั้งสองชนิด แตไมเกิดปฏิกิริยาขามกับ DON ซึ่งเปนสารพิษจาก
เช้ือราและสารในกลุมยาปฏิชีวนะซึ่งเปนสารนอกกลุม AFs ดังตารางที่ 5 ถึงแมปฏิกิริยาระหวางแอนติบอดีและ
แอนติเจนจะมีความจําเพาะสูง แตแอนติบอดีที่ถูกกระตุนดวยแอนติเจนชนิดหน่ึงสามารถทําปฏิกิริยากับแอนติเจน
ชนิดอ่ืนๆ ได ซึ่งปฏิกิริยาขามอาจเกิดขึ้นได 2 กรณี คอื กรณีทีแ่อนติเจนอาจมีอิพิโทปบางสวนเหมือนกัน และ
กรณีที่แอนติบอดีอาจจะจับกับอิพิโทปอ่ืนที่มีโครงสรางหรือ       มคีณุสมบัติทางเคมีใกลเคียงกัน ดังน้ันจากการ
ทดสอบความจําเพาะแสดงใหเห็นวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้ง 5 โคลน มีความจําเพาะกับสารในกลุม AFs สูง 
คาดวาเน่ืองจากสารภายในกลุม AFs ดวยกันจะมีโครงสรางของโมเลกุลใกลเคียงกัน หากนํามาเปรียบเทียบกับ
งานวิจัยของ Pei และคณะ(2009) พบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ AFM1 เกิดปฏิกิริยาขามกับสารในกลุม
เชนเดียวกัน โดยเกิดปฏิกิริยาขามกับ AFM1, AFB1 และAFG1 คิดเปน 100, 13.9 และ 6.7% ตามลําดับ ( Pei 
และคณะ, 2009)  
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ตารางที่ 5 คา IC50 และเปอรเซ็นตการเกิดปฏิกิริยาขามของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอสารในกลุม AFs และ สารนอกกลุมโดยวิธี indirect competitive ELISA 
 

สารแขงขัน 
AFM1-1 AFM1-3 AFM1-9 AFM1-15 AFM1-17 

IC50 (pg/ml) % CR IC50 (pg/ml) % CR IC50 (pg/ml) % CR IC50 (pg/ml) % CR IC50 (pg/ml) % CR 
Aflatoxins           
AFM1 39.8 100 35.8 100 16.7 100 28.3 100 22.3 100 
AFB1 3.0 1,328 2.4 1,491 1.6 1,043 0.9 3,144 1.6 1,393 
AFG1 14.8 269 34.1 105 15.7 106 16.2 175 12.5 178 
Mycotoxin           
DON >100,000 <0.04 >100,000 <0.04 >100,000 <0.02 >100,000 <0.03 >100,000 <0.02 
Antibiotics           
Tetracycline >100,000 <0.04 >100,000 <0.04 >100,000 <0.02 >100,000 <0.03 >100,000 <0.02 
Oxytetracycline >100,000 <0.04 >100,000 <0.04 >100,000 <0.02 >100,000 <0.03 >100,000 <0.02 
Chloramphenicol >100,000 <0.04 >100,000 <0.04 >100,000 <0.02 >100,000 <0.03 >100,000 <0.02 
Ciprofloxacin >100,000 <0.04 >100,000 <0.04 >100,000 <0.02 >100,000 <0.03 >100,000 <0.02 
Enrofloxacin >100,000 <0.04 >100,000 <0.04 >100,000 <0.02 >100,000 <0.03 >100,000 <0.02 
Norfloxacin >100,000 <0.04 >100,000 <0.04 >100,000 <0.02 >100,000 <0.03 >100,000 <0.02 
Nitrofurantoin >100,000 <0.04 >100,000 <0.04 >100,000 <0.02 >100,000 <0.03 >100,000 <0.02 
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3.7 ประเมินประสิทธิภาพการตรวจวัด AFM1  
 
3.7.1 การตรวจสอบความแมนยําและความถูกตองของการวัดดวยวิธี ELISA 
 จากโคลนทั้งหมดที่ได เมื่อพิจารณาจากคา IC50 และคา LOD พบวา โคลนรหัส AFM1-9 ใหคา LOD 
ตํ่าที่สุด จึงถูกเลือกไปใชในการผลิตแอนติบอดีและใชในการเตรียม ELISA เพ่ือตรวจวัด AFM1 ในนํ้านม โดยมี
การหาความเขมขนที่เหมาะสมของแอนติบอดีตัวแรก (แอนติบอดีจากโคลน  AFM1-9) และ แอนติบอดีตัวที่
สอง (GAM-HRP) ทําใหคา IC50 และ LOD ที่ดีที่สุดคือ 0.13 และ 0.04 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ เมื่อ
เตรียม ELISA โดยใชภาวะที่เหมาะสมไปใชตรวจวัด AFM1 ที่เติมลงในตัวอยางนํ้านม โดยตัวอยางนํ้านมที่
นํามาตรวจจําเปนตองมีการปนเหว่ียงเพ่ือแยกไขมันสวนบนที่มีผลรบกวนการตรวจโดยวิธี ELISA เสียกอน 
(Wang et al., 2011) ผลการทดลองพบวาคารอยละการไดกลับคืนและรอยละสัมประสิทธ์ิความแปรปรวน
ของการวิเคราะหแบบ Intra-assay อยูในชวง 92 – 104% และ 1 - 10% ตามลําดับ และการวิเคราะหแบบ 
Inter-assay อยูในชวง 100 – 103% และ 1 – 8% ตามลําดับ (ตารางที่ 6) โดยทั่วไปแลวชวงที่ยอมรับไดของ
คารอยละการไดกลับคืน ตองอยูในชวง 80 – 120% และคารอยละสัมประสิทธ์ิความแปรปรวนตองนอยกวา 
20% (Chadseesuwan et al., 2013; Pimpitak et al., 2009) ดังน้ัน จากผลการทดลองน้ีแสดงวา ชุด
ตรวจวัดโดยวิธี ELISA น้ี มีประสิทธิภาพเพียงพอที่จะตรววัดสาร AFM1 ในนํ้านมดิบไดอยางถูกตองและ
แมนยํา  
 

     ตารางที่ 6 การตรวจวัด AFM1 ที่เติมลงในนํ้านมดิบโดยวิธี indirect competitive ELISA 
 

Fortified conc. 

(ng/ml) 

Intra-assay Inter-assay 

Measured 

conc.  

(ng/ml) 

CV 

(%) 

Recovery 

(%) 

Measured 

conc.  

(ng/ml) 

CV 

(%) 

Recovery 

(%) 

0.80 0.83±0.03 3.50 104 0.81±0.01 1.32 101 

0.70 0.71±0.05 6.82 102 0.71±0.02 2.47 101 

0.60 0.62±0.04 7.08 104 0.61±0.01 1.86 102 

0.50 0.49±0.08 15.8 97 0.51±0.01 2.25 101 

0.40 0.40±0.04 9.63 100 0.40±0.01 3.51 101 

0.30 0.30±0.01 4.47 100 0.30±0.01 3.25 100 

0.20 0.18±0.03 14.0 92 0.21±0.02 7.98 103 
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 นอกจากน้ียังไดทําทดสอบการวัดปริมาณ AFM1 ในนํ้านมที่ผานกระบวนการตางๆ ไดแก นมพาสเจอ
ไรซปราศจากไขมัน (pasteurized nonfat milk) นมสเตอริลไรซปราศจากไขมัน (sterilized nonfat milk) 
นมสเตอริลไรซ (sterilized milk) นมผงละลายนํ้า (powdered milk) นมพาสเจอไรซแตงรสสตรอเบอรรี่ 
(pasteurized strawberry flavored milk) และ นมพาสเจอไรซแตงรสชอคโกแลต (pasteurized 
choccolate flavored milk) พบวาการวัดปริมาณ AFM1 ดวยวิธี ELISA ในตัวอยางนมพาสเจอไรซแตงรสไม
สามารถทําไดเพราะสีของนมตัวอยางรบกวนการวิเคราะหอยางมากจนไมสามารถวัดคาการดูดกลืนแสงได
อยางถูกตอง เมื่อแกไขดวยการเจือจางตัวอยางเพ่ือลดผลกระทบของสีของตัวอยางก็ทําใหปริมาณของ AFM1 
มีคาตํ่ากวาคา LOD ของการทดสอบ สวนผลการวัดในตัวอยางนมชนิดที่เหลือแสดงไวในตารางที่ 7 
 
 
ตารางที่ 7 การตรวจวัด AFM1 ที่เติมลงในนํ้านมที่ผานกระบวนการโดยวิธี indirect competitive ELISA 
 

Fortified 

concentration  

(ng/ml) 

Pasteurized non-fat milk Sterilized non-fat milk 

Measured 

concentration  

(ng/ml) 

CV 

(%) 

Recovery 

(%) 

Measured 

concentration  

(ng/ml) 

CV 

(%) 

Recovery 

(%) 

0.80 0.73±0.01 0.73 91 0.76±0.01 0.60 95 

0.70 0.66±0.01 1.74 96 0.66±0.02 2.40 94 

0.60 0.57±0.01 0.09 96 0.57±0.01 2.20 95 

0.50 0.50±0.02 4.15 100 0.46±0.01 2.10 92 

0.40 0.42±0.01 2.86 104 0.40±0.02 4.40 100 

0.30 0.31±0.01 0.79 103 0.27±0.03 11.9 90 

0.20 0.19±0.02 9.24 96 0.20±0.02 11.3 100 
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ตารางที่ 7 (ตอ) 
 

Fortified 

concentration 

(ng/ml) 

Sterilized fresh milk  Powdered milk 

Measured 

concentration  

(ng/ml) 

CV 

(%) 

Recovery 

(%) 

Measured 

concentration 

(ng/ml) 

CV 

(%) 

Recovery 

(%) 

0.80 0.87±0.01 0.10 109 0.82±0.01 0.44 103 

0.70 0.76±0.01 0.35 108 0.71±0.01 0.78 102 

0.60 0.61±0.01 1.55 102 0.59±0.01 0.49 98 

0.50 0.48±0.01 1.94 96 0.52±0.01 2.30 103 

0.40 0.42±0.01 3.53 105 0.41±0.02 4.40 103 

0.30 0.30±0.02 5.37 101 0.30±0.02 5.00 101 

0.20 0.21±0.01 5.97 103 0.20±0.07 33.0 101 

 
 
3.7.2 การเปรียบเทียบการตรวจวัด AFM1 ในตัวอยางน้ํานม โดยวิธี indirect competitive ELISA และ
วิธี HPLC 
 ทําการเติม AFM1 ลงในตัวอยางนํ้านมใหไดความเขมขนอยูในชวง 0.02 ถึง 5.0 นาโนกรัมตอ
มิลลิลิตร และนําไปตรวจวัด AFM1 ที่เติมลงไปดวยวิธี indirect competitive ELISA และวิธี HPLC (โดย
บริษัทหองปฏิบัติการกลาง กรุงเทพมหานคร) ไดผลการทดลองดังแสดงในภาพที่ 3.13 โดยทั้งสองวิธีใหผลการ
ตรวจวิเคราะหที่ใกลเคียงกัน เมื่อนํามาเขียนกราฟความสัมพันธระหวางผลการวิเคราะหของทั้งสองวิธี ไดคา 
R2 = 0.992 แสดงวาวิธีตรวจวัดทั้งสองวิธีใหผลการตรวจที่ใกลเคียงกัน ช้ีใหเห็นวาการตรวจวัดดวยวิธี 
indirect competitive ELISA สามารถใชตรวจวัดแทนวิธี HPLC ได 
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ภาพที่ 3 การเปรียบเทียบการตรวจวัด AFM1 ในตัวอยางนํ้านมโดยวิธี indirect competitive ELISA และวิธี 
HPLC 
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4. สรุปงานวิจัย 
 
  

จากการฉีดกระตุนหนูไมซทั้งหมด 5 ตัว ดวยแอนติเจน AFM1-BSA พบวาหนูทั้ง 5 ตัวมีการ
ตอบสนองตอแอนติเจนที่ฉีดโดยสรางแอนติบอดีที่สามารถจับกับ AFM1ในรูปอิสระได จากการหลอมรวมเซลล 
5 ครั้ง ไดเซลลไฮบริโดมาที่จําเพาะตอ AFM1 จํานวน 5 โคลน ไดแก AFM1-1, AFM1-3, AFM1-9, AFM1-15 
และ AFM1-17 เมื่อทําการศึกษาลักษณะสมบัติเบ้ืองตนของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดโดยการทดสอบไอโซ
ไทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากทั้ง 5 โคลน โดยวิธี indirect  ELISA พบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้ง 5 
โคลน มีไอโซไทปเปน IgG1 เมื่อทดสอบความไวของ โมโนโคลนอลแอนติบอดี โดยใช AFM1 ในรูปอิสระเปนตัว
แขงขัน พบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน AFM1-1, AFM1-3, AFM1-9, AFM1-15 และ AFM1-17 ใหคา 
IC50 เทากับ 39.8, 35.8, 16.7, 28.3 และ 22.3 พิโคกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ และใหคา LOD เทากับ 16, 
15, 5, 7 และ 8 พิโคกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ โดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไดสามารถใชตรวจวัด AFM1, 
AFB1 และ AFM1 ได เมื่อนําแอนติบอดีจากโคลน AFM1-9 มาตรวจวัด AFM1 ในนํ้านมดิบที่มีการเติมลงไป
พบวาสามารถตรวจไดอยางถูกตองและแมนยําและสามารถใชแทนการตรวจวิเคราะหดวยวิธี HPLC ได แตไม
สามารถตรวจวัดตัวอยางนํ้านมที่มีการปรุงแตงสีได 
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โทร. 02-2188076-8  โทรสาร  02-2533543 
E-mail  nanthika.k@chula.ac.th 

6. ประวัติการศึกษา 
ปที่จบ

การศึกษา 
ระดับปริญญา อักษรยอ สาขาวิชา สถาบัน ประเทศ 
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ไทย 
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7. สาขาวิชาที่มีความชํานาญ (แตกตางจากวุฒิการศึกษา) ระบุสาขาวิชาการ 

 Immunology: Monoclonal Antibody Production, Protein Purification 
8. ประสบการณที่เกี่ยวของกับการบริหารงานวิจัยทั้งภายในและภายนอกประเทศ  

8.1   ผูอํานวยการแผนงานวิจัย – ไมม ี
  8.2   หัวหนาโครงการวิจัย    
   8.2.1 สารยับยัง้จุลินทรียจากเพรียงทราย  

8.2.2 การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเตตราไซคลิน เพ่ือพัฒนาชุดตรวจสอบดวยวิธี
เอนไซมลิงคอิมมูโนซอรเบนทเอสเสย (สํานักงานคณะกรรมการวิจัยแหงชาติ ปที่ 1) 

   2.8.3  งานวิจัยที่ทําเสร็จแลว 
   2.8.3.1 ผลงานวิจัยที่ตีพิมพในวารสารนานาชาติ 

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 
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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. 

   2.8.3.2 ผลงานวิจัยที่เสนอในการประชุมวิชาการระดับชาติและนานาชาติ 
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  
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           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, Piampitak U  
                     and Buakeaw A. Development of  tetracycline test kit using enzyme-linked  

           immunosorbent assay technique. The 3th Technology and Innovation for  
Sustainable Development International Conference (TISD2010).  4-6 March  

           2010. Faculty of Engineering, Khon Kaen University, Thailand. 
 5. Khongchareonporn N, Komolpis K and Puthong S. Production and  
          Characterization of monoclonal antibodies against oxytetracycline. The 1st  
           CMU  Graduate Research conference . 27th November 2009. Chiangmai   
           University, Chiangmai, Thailand. 
 6. Kanchanabanca C, Komolpis K and Khongchareonporn N. Production and  
          characterization of monoclonal antibodies against tetracycline. 9th National  
          Grad Research Conference. 14-15 March 2008. Burapha University,  
          Bangsaen Chonburi, Thailand. p: 185. 
 7. Khamjing W, Khongchareonporn N and Rengpipat. Production of  
          monoclonal antibodies against Yersinia enterocolitica. 9th National Grad  
           Research  Conference. 14-15 March 2008. Burapha University, Bangsaen  
           Chonburi, Thailand. p: 120. 

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

                    9. Saneewong S, Khongchareonporn N and Komolpis K. Development of  
norfloxacin test kit using enyme-linked immunosorbent assay technique. The  

                   20th Annual Meeting and international Conference of the Thai Society for  
                   Biotechnology “TSB 2008 : Biotechnology for Global Care”. October 14th- 
                   17th,2008. Taksila Hotel,  Maha Sarakham, Thailand. p: 129 

10. 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.  

 
2.8.4  งานวิจัยที่กําลังทํา 

2.8.4.1 การพัฒนาชุดตรวจสอบแรกโตปามีนดวยวิธี Enzyme-linked 
Immunosorbent Assay   (ELISA)  แหลงทุน มหาวิทยาลัยวิจัยแหงชาติ จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย  ป 2555 การวิจัยลุลวงไปแลวประมาณรอยละ 70   
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             2.8.4.2 การพัฒนาชุดตรวจสอบเตตราไซคลิน โดยวิธีเอนไซมลิงคอิมมูโนซอรเบนท
เอสเสย  (ELISA)  แหลงทุน งบประมาณแผนดิน ป 2555 การวิจัยลุลวงไปแลวประมาณรอยละ 
70   
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ผูรวมโครงการวิจัยคนที่ 2 
 
1. ช่ือ - นามสกุล (ภาษาไทย)  นางทรงจันทร ภูทอง 
     ช่ือ - นามสกุล (ภาษาอังกฤษ)  Mrs. Songchan Puthong 
3. เลขหมายบัตรประจําตัวประชาชน 3 2001 01339 43 0 
4. ตําแหนงปจจุบัน   นักวิจัย (ชํานาญการพิเศษ) 
5. หนวยงานและสถานที่อยูที่ติดตอไดสะดวก พรอมหมายเลขโทรศัพท โทรสาร และไปรษณียอิเล็กทรอนิกส 
(e-mail) 
              สถาบันวิจัยเทคโนโลยีชีวภาพและวิศวกรรมพันธุศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
              อาคารสถาบัน 3  ถนนพญาไท แขวงวังใหม เขตปทุมวัน กรุงเทพฯ 10330  
             โทรศัพท 02-2188076          โทรสาร 02-2533543 
             E-mail songchan.p@chula.ac.th 
6. ประวัติการศึกษา 
 พ.ศ. 2540      วท.ม. (เทคโนโลยีชีวภาพ) จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
 พ.ศ. 2529      วท.บ. (ชีววิทยา) มหาวิทยาลัยบูรพา 
7. สาขาวิชาการที่มีความชํานาญพิเศษ (แตกตางจากวุฒิการศึกษา) ระบุสาขาวิชาการ 

 การเพาะเลี้ยงเซลลมะเร็ง และการเตรียมโมโนโคลนอลแอนติบอดี (anti-hepatoma, anti- α-
fetoprotein (AFP), anti-carcinoembryonic antigen (CEA)) 
7.  ผลงานวิจัย 
 7.1 ผลงานวิจัยที่พิมพเผยแพรในวารสารวิชาการระดับนานาชาติ 

1) Sangthong, S, Sangphech, N, Palaga, T, Ngamrojanavanich, N, Puthong, S, Vilaivan, T, 
Muangsin, N. (2014) Anthracene-9, 10-dione derivatives induced apoptosis in human 
cervical cancer cell line (CaSki) by interfering with HPV E6 expression. Eur. J. Med. 
Chem. 77, 334-342. (IF=3.499) 
2) Chusri, M., Wongphanit, P., Palaga, T., Puthong, S., Sooksai, S. and Komolpis, K. 
2013. A Production and Characterization of Monoclonal Antibody Against 
Enrofloxacin. Journal of Microbiology and Biotechnology 23: 69-75 
3) Puthong, S., Gamnarai, P., Roitrakul, S., Kittisenachai, S., Kangsadalampai, S., and 
Rojpibulstit P. (2011). Hep88 mAb Induced Ultrastructural Alteration Through Apoptosis 
Like Program Cell Death in Hepatocellular Carcinoma. Journal of the Medical 
Association of Thailand. 94(12): 109 - 116. 
4) Graisuwan, W., Wairachai, O., Ananthanawat, C., Puthong, S., Soogarun, S., 
Kaitkamjornwong, S., and Voravee P.Hoven. (2012). Multilayer film assembled from 
charged derivatives of chitosan : Physical characteristics and biological 
responses. Journal of Colloid and Interface Science. 376 : 177 – 188.  
5) Teerasripreecha, D., Phuwapraisirisan, P., Puthong, S., Kimura, K., Okuyama, M., Mori, 
H., Kimura, A., and Chanchao, C. (2012). In vitro antiproliferative/cytotoxic activity on 

mailto:songchan.p@chula.ac.th
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cancer cell lines of a cardanol and a cardol enriched from Thai Apis mellifera 
propolis. BMC Complementary and Alternative Medicine. 12:27. 
6) Sangthong, S., Krusong, K., Ngamrojanavanich, N., Vilaivan, T., Puthong, S., 
Chandchawan, S., and Muangsin, N. (2011). Synthesis of rotenoid derivatives with 
cytotoxic and topoisomerase II inhibitory activities. Bioorganic & Medicinal Chemistry 
Letters.  
7) Tantithanagorngul, W., Sujitwanit, A., Piluk, J., Tolieng, V., Petsom, A., Sangvanich, 
P., Palaga, T., Puthong, S., Thamchaipenet, A., and Pinphanichakarn, P. (2011). 
Screening for brine shrimp larvicidal activity of Streptomyces isolated from soil and 
anti-tumor activity of the active isolates. Australian Journal of  Basic and Applied 
sciences. 5(7): 15-22.  
8) Umthong, S., Phuwapraisirisan, P., Puthong, S., and Chanchao, C. (2011). In vitro 
antiproliferative activity of partially purified Trigona laeviceps propolis from Thailand 
on human cancer cell lines. BMC Complementary and Alternative Medicine. 11:37.  
9) Karnchanatat, A., Tiengburanatam, N., Boonmee, A., Puthong, S., and Sangvanich, 
P. (2011). Zingipain, A cysteine protease from Zingiber ottensii valeton rhizomes with 
antiproliferative activities against fungi and human malignant cell lines. Preparative 
Biochemistry & Biotechnology. 41: 1-17.  
10) Kheeree, N., Sangvanich, P., Puthong, S., and Kanchanatat, A. (2010). Antifungal 
and antiproliferative activity of lectin from the Rhizomes of Curcuma amarissima 
Roscoe. Appl Biochem Biotechnol. 162: 912-925.  
11) Komolphis, K., Udomcheokmongkol, 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.  

 7.2 ผลงานวิจัยที่เสนอในการประชุมวิชาการระดับชาติและนานาชาติ 
1) Chaicharoenpong C., Puthong S. and Ishikawa T. Synthesis of derivatives of 
naphthoquinone monooxime and their cytotoxic activity. Poster Presentation at the 
32th Congress on Science and Technology of Thailand, 10-12 October 2006, Queen 
sirikit national convention center, Bangkok, Thailand, Abstract p. 177. 
2) Chadseesuwan, U., Puthong, S., Gajanandana, O., Palaga, T., and Komolpis, K. 
(2011). Production of monoclonal antibodies against 1-aminohydantoin. Proceedings 
of 2011 International Conference on Asia Agriculture and Animal (ICAAA 2011). July 2-
3 ,2011 ,Hong Kong. 
3) Kittisenachai, S., Puthong, S., Manochan, S., Gamnarai, P., Kangsadalampai, S., 
Roytrakul, S., and Rojpibulstit, P. (2011). Proteomic study of tumor antigen recognized 
by Hep88 mAb: A novel harmful mAb to hepatocellular carcinoma. Proceeding in 
The 3rd Biochemistry and Molecular biology (BMB) conference “From Basic to 
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Translational Research for a Better Life”. April 6-8 ,2011 ,The Empress Convention 
Centre ,Chiang Mai ,Thailand.  
4) Rojpibulstit, P., Manochantr, S., Gamnarai, P., Puthong, S., Kittisenachai, S., 
Kangsadalampai, S., and Roitrakul, S. (2010). Ultracellular alterations of the 
hepatocellular carcinoma cell line induced by Hep-88 mAb : A novel harmful 
mAb.  Proceedings of the Austration Society for Biochemistry and molecular biology. 
42:248.  

7.3 โครงการวิจัยที่ดําเนินการอยู 
7.3.1 โครงการ “การผลิตพอลิเมอรชีวภาพสําหรับตรวจอะมิโนไฮแดนโทอินในเน้ือสตัว” 
7.3.2 โครงการ “พัฒนาชุดตรวจแร็กโทพามีนโดยอาศัยพอลิเมอรชีวภาพ” 
7.3.3 โครงการ “การพัฒนาชุดตรวจวิเคราะหโพรเจสเทอโรนในนํ้านมโคดวยวิธีเอนไซมลิงคอิมมูโนซอร
เบนทแอสเสย” 
7.3.4 โครงการ “การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเซมิคารบาไซด” 
7.3.5 โครงการ “การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ 3-อะมิโน-2-ออกซาโซลิดิโนน” 
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ผูรวมโครงการวิจัยคนที่ 3  
 
1. ช่ือ - นามสกุล (ภาษาไทย)  นางสาวอุมาพร พิมพิทักษ 
     ช่ือ - นามสกุล (ภาษาอังกฤษ)  Miss Umaporn Pimpitak 
2. เลขหมายบัตรประจําตัวประชาชน 3 1020 02537 91 1 
3. ตําแหนงปจจุบัน   นักวิจัย  
4. หนวยงานและสถานที่อยูที่ติดตอไดสะดวก พรอมหมายเลขโทรศัพท โทรสาร และไปรษณียอิเล็กทรอนิกส 
(e-mail) 
              สถาบันวิจัยเทคโนโลยีชีวภาพและวิศวกรรมพันธุศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
              อาคารสถาบัน 3  ถนนพญาไท แขวงวังใหม เขตปทุมวัน กรุงเทพฯ 10330  
             โทรศัพท 02-2188076          โทรสาร 02-2533543 
             E-mail tikchula@gmail.com 
5. ประวัติการศึกษา 
 พ.ศ. 2549      วท.ม. (เทคโนโลยีชีวภาพ) จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
 พ.ศ. 2542      วท.บ. (เทคโนโลยีชีวภาพ) มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคล 
6. สาขาวิชาการที่มีความชํานาญพิเศษ (แตกตางจากวุฒิการศึกษา) ระบุสาขาวิชาการ 
 การเพาะเลี้ยงเซลลมะเร็ง และการเตรียมโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
7.  ผลงานวิจัย 
 7.1 ผลงานวิจัยที่พิมพเผยแพรในวารสารวิชาการระดับนานาชาติ 

1) 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.  

 7.2 ผลงานวิจัยที่เสนอในการประชุมวิชาการระดับชาติและนานาชาติ 
1) 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. 

2) 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).  The 3rd Technology and Innovation for 
Sustainable Development International Conference. (TISD2010). Faculty of 
Engineering, Khon Kaen University, Thailand, 4 – 6 March 2010. 

 
 
7.3 โครงการวิจัยที่ดําเนินการอยู 

7.3.1 โครงการ “การผลิตพอลิเมอรชีวภาพสําหรับตรวจอะมิโนไฮแดนโทอินในเน้ือสตัว” 
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7.3.2 โครงการ “พัฒนาชุดตรวจแร็กโทพามีนโดยอาศัยพอลิเมอรชีวภาพ” 
7.3.3 โครงการ “การพัฒนาชุดตรวจวิเคราะหโพรเจสเทอโรนในนํ้านมโคดวยวิธีเอนไซมลิงคอิมมูโนซอร
เบนทแอสเสย” 
7.3.4 โครงการ “การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเซมิคารบาไซด” 
7.3.5 โครงการ “การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ 3-อะมิโน-2-ออกซาโซลิดิโนน” 
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ผูรวมโครงการวิจัยคนที่ 4 
 
1. ช่ือ - นามสกุล (ภาษาไทย)  นายอณุมาศ บัวเขียว 
     ช่ือ - นามสกุล (ภาษาอังกฤษ)  Mr. Anumart Buakeaw  
2. เลขหมายบัตรประจําตัวประชาชน 3 8099 00658 39 3 
3. ตําแหนงปจจุบัน   นักวิจัย  
4. หนวยงานและสถานที่อยูที่ติดตอไดสะดวก 
             สถาบันวิจัยเทคโนโลยีชีวภาพและวิศวกรรมพันธุศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
             อาคารสถาบัน 3  ถนนพญาไท แขวงวังใหม เขตปทุมวัน กรุงเทพฯ 10330  
             โทรศัพท 02-2188076          โทรสาร 02-2533543 
             E-mail anumart.b@chula.ac.th 
5. ประวัติการศึกษา 
 พ.ศ. 2545      วท.ม. (เทคโนโลยีชีวภาพ) จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
 พ.ศ. 2541      วท.บ. (ชีวเคมี) จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
6. สาขาวิชาการที่มีความชํานาญพิเศษ (แตกตางจากวุฒิการศึกษา) ระบุสาขาวิชาการ 
 การเพาะเลี้ยงเซลลมะเร็ง และการเตรียมโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
7.  ผลงานวิจัย 
 7.1 ผลงานวิจัยที่พิมพเผยแพรในวารสารวิชาการระดับนานาชาติ 

1) Somwong, P., Suttisri, R., and Buakeaw, A. (2011). A new 1,3-diketofriedelane 
triterpene from Salacia verrucosa. Fitoterapia. 82 : 1047 -1051.  

 7.2 ผลงานวิจัยที่เสนอในการประชุมวิชาการระดับชาติและนานาชาติ 
1) 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. 
2) Khongarsa, K., Khongchareonporn, N., Komolpis, K., and Buakeaw, A. (2012). 1st 
ASEAN PLUS THREE GRADUATE RESEARCH CONGRESS. 1 – 2 March 2012 Chaing 
Mai ,Thailand.  
3) 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).  The 3rd Technology and Innovation for 
Sustainable Development International Conference. (TISD2010). Faculty of 
Engineering, Khon Kaen University, Thailand, 4 – 6 March 2010. 

7.3 โครงการวิจัยที่ดําเนินการอยู 
7.3.1 โครงการ “การผลิตพอลิเมอรชีวภาพสําหรับตรวจอะมิโนไฮแดนโทอินในเน้ือสตัว” 
7.3.2 โครงการ “พัฒนาชุดตรวจแร็กโทพามีนโดยอาศัยพอลิเมอรชีวภาพ” 
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7.3.3 โครงการ “การพัฒนาชุดตรวจวิเคราะหโพรเจสเทอโรนในนํ้านมโคดวยวิธีเอนไซมลิงคอิมมูโนซอร
เบนทแอสเสย” 
7.3.4 โครงการ “การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเซมิคารบาไซด” 
7.3.5 โครงการ “การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ 3-อะมิโน-2-ออกซาโซลิดิโนน” 
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ผูรวมโครงการวิจัยคนที่ 5 
 

1. ช่ือ - นามสกุล (ภาษาไทย)  นายธนาภัทร ปาลกะ  

    ช่ือ - นามสกุล (ภาษาอังกฤษ)  Mr. Tanapat Palaga 

2. เลขหมายบัตรประจําตัวประชาชน 3100602876498 

3. ตําแหนงปจจุบัน   รองศาสตราจารย  

4. หนวยงานและสถานที่อยูที่ติดตอไดสะดวก  

 ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ถนนพญาไท  

 แขวงวังใหม เขตปทุมวัน กทม. 10330  

 โทรศัพท 02-218-5070 โทรศัพทมือถือ 081-454-9295 โทรสาร 02-252-7576 

 e-mail: tanapat.p@chula.ac.th 

5. ประวัติการศึกษา 
 

มหาวิทยาลัย ปริญญา สาขาวิชา ปที่ไดรับ พ.ศ. 
Tokyo Institute of Technology B. Eng. Bioengineering 2534 
Tokyo Institute of Technology M. Eng. Biotechnology 2536 
University of Massachusetts at 
Amherst 

Ph.D. Microbiology/Immunology 2545 

 

6. สาขาวิชาการที่มีความชํานาญพิเศษ  

ภูมิคุมกันวิทยาระดับเซลลและโมเลกุลและจุลชีววิทยา 

7. ประสบการณที่เกี่ยวของกับการบริหารงานวิจัยทั้งภายในและภายนอกประเทศ  

 7.1 หัวหนาโครงการวิจัย :  

 -  โครงการ วิถสีัญญาณ Notch ในแมคโครฟาจและผลตอการตอบสนองของทีลิมโฟไซท (แหลงทุน 

สกว.) 

 - โครงการ ดีเอ็นเอวัคซีนสําหรับแอนติเจน LipL32 จากเช้ือเลปโตสไปราสายพันธุกอโรคโดยใช

อนุภาคนาโนไคโทซานดัดแปร (แหลงทุน สาํนักงานคณะกรรมการวิจัยแหงชาติ) 

 - โครงการ Notch and TLR crosspath in innate immune cells (Fogarty International 

Research Collaboration Award, NIH, USA)  

 7.2 งานวิจัยที่ทําเสร็จแลว :  

 
(1) Puwipirom, H, Hirankarn, N, Sodsai, P, Avihingsanon, Y, Wongpiyabovorn, J, Palaga, T*. 

(2010) Increased interleukin-23 receptor+ T cells in peripheral blood mononuclear 
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cells of patients with systemic lupus erythematosus. Arthritis Res. Ther. 12, R215. 
(IF=4.30) 

(2) Kuncharin, Y, Sangphech, N, Kueanjinda, P, Bhattarakosol, P, Palaga, T*. (2011) MAML1 
regulates cell viability via the NF-B pathway in cervical cancer cell lines. Exp. Cell 
Res. 317, 1830-1840. (IF=3.557)  

(3) Ravangpai, W, Sommit, D, Teerawatananond, T, Sinpranee, N, Palaga, T, Pengpreecha, S, 
Muangsin, N, Pudhom, K. (2011) Limonoids from seeds of Thai Xylocarpus 
moluccensis. Bioorg. Med. Chem. Lett. 21, 4485-4489. (IF=2.661) 

(4) Yorsangsukkamol, J, Chaiprasert, A, Palaga, T, Prammananan, T, Faksri, K, 
Palittapongarnpim, P, Prayoonwiwat, N. (2011) Apoptosis, production of MMP9, VEGF, 
TNF- and intracellular growth of M. tuberculosis for different genotypes and 
different pks15/1 genes. Asia. Pac. J. Aller. Immunol. 29, 1-13. (IF=0.79) 

(5) Wongchana, W, Palaga, T*. (2011) Direct regulation of interleukin-6 expression by Notch 
signaling in macrophages. Cell. Mol. Immunol. 8, 1-8. (IF=4.185) 

(6) Wisutsitthiwong, C, Buranaruk, C, Pudhom, K, Palaga, T*. (2011) The plant limonoid 7-oxo-
deacetoxygedunin inhibits RANKL-induced osteoclastogenesis by suppressing 
activation of the NF-B and MAPK pathways. Biochem. Biophys. Res. Commun. 415, 
361-366. (IF=2.595) 

(7) Palaga, T, Minter, LM. (2012) Notch signaling and its emerging role in autoimmunity. 
Front. Biol. DOI 10.1007/s11515-012-1209-z. 

(8) Boonyatecha, N, Sangphech, N, Wongchana, W, Kueanjinda, P, Palaga, T*. (2012) 
Involvement of Notch signaling pathway in regulating IL-12 expression via c-Rel in 
activated macrophages. Mol. Immunol. 51, 255-62. (IF=3.003) 

(9) Arayachukeat S, Palaga, T, Wanichwecharungruang SP. (2012) Clusters of carbon 
nanospheres derived from graphene oxide. ACS Appl. Mater. Interfaces. 4, 6808-15. 
(IF=4.525) 

(10) Chantaranothai, C, Palaga, T, Karnchanatat, A and Sangvanich, P. (2013) Inhibition of 
nitric oxide production in the macrophage-like Raw 264.7 cell line by protein from 
the rhizomes of zingiberaceae plants. Prep. Biochem. Biotechnol. 43, 60-78. (IF=0.466) 

(11) Chusri, M, Wongphanit, P, Palaga, T, Puthong, S, Sooksai, S, Komolpis, K. (2013) 
Production and characterization of a monoclonal antibody against enrofloxacin. J. 
Microbiol. Biotechnol. 23, 65-75. (IF=1.399) 

(12) Meerak, J, Wanichwecharungruang, SP, Palaga, T*. (2013) Enhancement of immune 
response to a DNA vaccine against Mycobacterium tuberculosis Ag85B by 
incorporation of an autophagy inducing system. Vaccine 31, 784-790. (IF=3.77) 

(13) Osathanon, T, Manokawinchoke, J, Nowwarote, N, Aguilar, P, Palaga, T, Pavasant, P. 
(2013) Notch signaling is involved in neurogenic commitment of human periodontal 
ligament-derived mesenchymal stem cells. Stem Cells Dev. 22, 1220-1231. (IF=4.459) 
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(14) Chadseesuwan, U, Puthong, S, Gajanandana, O, Palaga, T, Komolpis, K. (2013) 
Development of an enzyme-linked immunosorbent assay for 1-aminohydantoin 
detection. J. AOAC Int. 96, 1-8. (IF=1.199) 

(15) Palaga, T*, Ratanabunyong, S, Pattarakankul, T, Sangphech, N, Wongchana, W, Hadae, Y, 
Kuenjinda, P. (2013) Notch signaling regulates expression of Mcl-1 and apoptosis in 
PPD-treated macrophages. Cell. Mol. Immunol. 10, 444-52. (IF=4.185)  

(16) Wongtangprasert, T, Natakuathung, W, Pimpitak, U, Buakeaw, A, Palaga, T, Komolpis, K, 
Khongchareonporn, N. (2014) Production of a monoclonal antibody against 
oxytetracycline and its application for oxytetracycline residue detection in shrimp. J 
Zhejiang Univ Sci B. 15, 165-72. (IF=1.108) 

(17) Sangthong, S, Sangphech, N, Palaga, T*, Ngamrojanavanich, N, Puthong, S, Vilaivan, T, 
Muangsin, N. (2014) Anthracene-9, 10-dione derivatives induced apoptosis in human 
cervical cancer cell line (CaSki) by interfering with HPV E6 expression. Eur. J. Med. 
Chem. 77, 334-342. (IF=3.499) 

(18) Sangphech, N, Osborne, BA, Palaga, T*. (2014) Notch signaling regulates the 
phosphorylation of Akt and survival of lipopolysaccharide-activated macrophages via 
regulator of G protein signaling 19 (RGS19). 219, 653-660. Immunobiology (IF=3.180) 

(19) Buaklin, A, Palaga, T, Hannaman, D, Kerdkaew, R, Patarakul, K and Jacquet A. (2014) 
Optimization of the immunogenicity of a DNA vaccine encoding a bacterial outer 
membrane lipoprotein. Mol. Biotech. 56, 903-910. (IF=2.275) 

(20) Anuleejun, S, Palaga, T, Katakura, Y, Kuroki, M, Kuroki M and Napathorn, SC. (2014) 
Optimal production of a fusion protein consisting of a single-chain variable fragment 
antibody against a tumor-associated antigen and interleukin-2 in fed-batch culture of 
Pichia pastoris. Anticancer Res. 34, 3925-35. (IF=1.872) 

(21) Faksri, K, Chaiprasert, A, Pardieu, C, Casali, N, Palaga, T, Prammananan, T, 
Palittapongarnpim, P, Prayoonwiwat, N and Drobniewski, F. (2014) Heterogeneity of 
phenotypic characteristics of the modern and ancestral Beijing strains of 
Mycobacterium tuberculosis. Asian Pac J Allergy Immunol. 32, 124-132. (IF=1.25) 

(22) Umthong, S, Buaklin, A, Jacquet, A, Sangjun, N, Kerdkaew, R, Patarakul, K, and Palaga, T*. 
(2015) Immunogenicity of a DNA and recombinant protein vaccine combining LipL32 
and Loa22 for Leptospirosis using chitosan as a delivery system. J Microbiol 
Biotechnol (in press) (IF=1.32) 

(23) Sarigaputi, C, Sangpech, N, Palaga, T* and Pudhom, K. Suppression of Inducible Nitric 
Oxide Synthase Pathway by 7-Deacetylgedunin, a Limonoid from Xylocarpus sp. 
(2015) Planta Med. 81, 312-319. (IF=2.36)  
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7.3 งานวิจัยที่กําลังทํา : ช่ือขอเสนอการวิจัย แหลงทุน และสถานภาพในการทําวิจัย 

- โครงการ ดีเอ็นเอวัคซีนสําหรับแอนติเจน LipL32 จากเช้ือเลปโตสไปราสายพันธุกอโรคโดยใชอนุภาคนาโน

ไคโทซานดัดแปร (แหลงทุน สํานักงานคณะกรรมการวิจัยแหงชาติ) 

 สถานภาพในการทําวิจัยไดดําเนินการไปแลวประมาณ 50% 
- โครงการ Notch and TLR crosspath in innate immune cells (Fogarty International Research 
Collaboration Award, NIH) 
 สถานภาพในการทําวิจัยไดดําเนินการไปแลวประมาณ 60% 
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