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บทคดัย่อภาษาไทย 

ออกซีเตตราซัยคลิน (OTC) เป็นยาปฏิชีวนะในกลุ่มเตตราซัยคลิน ท่ีมีขอบเขตการออกฤทธ์ิในวง

กวา้งในการยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบหลายชนิดออกซีเตตรา-ซยัคลินนิยมใชใ้น

การเพาะเล้ียงสัตวน์ํ้ าและการเล้ียงสัตวเ์พื่อช่วยป้องกันและรักษาโรคติดเช้ือ เน่ือง จากการตกคา้งของยา

ปฏิชีวนะระดบัตํ่า ๆ ในผลิตภณัฑส์ตัวเ์ป็นสาเหตุของการด้ือยาของแบคทีเรียก่อโรคในมนุษย ์การตรวจหายา

ตกค้างในผลิตภัณฑ์อาหารจึงมีความสําคัญ  ทําให้หลายประเทศได้มีการกําหนดค่าความเข้มข้นของ          

ออกซีเตตราซยัคลินท่ีมากท่ีสุดท่ีสามารถตกคา้งได ้(MRLs) ในกลา้มเน้ือสัตวท่ี์ระดบั 200 g/kg  งานวิจยัจึง

มีเป้าหมายท่ีจะผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อออกซีเตตราซัยคลินสําหรับพฒันาชุดตรวจสอบแบบ 

ELISA โดยทาํการเช่ือมติด OTC กับอัลบูมินจากซีรัมของววั (BSA) เพื่อใช้เป็นอิมมูโนเจนสําหรับการ

กระตุ้นภูมิคุ ้มกันในหนูทดลองสายพันธ์ุ BALB/c เพศเมีย จํานวน  10 ตัว ซ่ึงถูกกระตุ้นและให้ระดับ

แอนติบอดีในซีรัมตั้งแต่ 1:16,000  ถึง 1:128,000 จากการหลอมรวมเซลล์มา้มและเซลล์มยัอีโลมา NSI ได้

เซลล์ไฮบริโดมาท่ีผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ OTC จาํนวน 3 โคลน คือ 2-4F, 7-3G และ11-11A  

ทําการศึกษาลักษณะสมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีได้โดยการหา ไอโซไทป์  ความไว และ 

ความจาํเพาะ โดยโมโนโคลนอลแอนติบอดี 2-4F, 7-3G และ 11-11A มีไอโซไทป์ เป็น IgG1, IgG2a  และ 

IgG1 ตามลาํดบั ความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีแสดงในรูปของค่าความเขม้ขน้ท่ีเกิดการยบัย ั้งท่ี 50% 

(IC50) เท่ากบั 0.19 + 0.04, 0.56 + 0.10 และ 2.66 + 1.16 μg/ml ตามลาํดบัและในรูปของค่าขีดจาํกดัในการวดั 

(LOD) เท่ากับ 0.08 + 0.03, 0.20 + 0.18 และ 0.96 + 1.21 μg/ml ตามลาํดบั โมโนโคลนอลแอนติบอดี 2-4F 

ให้เปอร์เซ็นตก์ารทาํปฏิกิริยาขา้มกบัสารในกลุ่มเตตราซัยคลินทุกตวั ในช่วง 27 ถึง 275 % ในขณะท่ีโมโน

โคลนอลแอนติบอดี  7-3G เกิดปฏิกิ ริยาข้ามกับ  TC, DC และ  RTC ในช่วง  2 ถึง  41 % ส่วน  11-11A 

เกิดปฏิกิริยาข้ามเฉพาะกับสาร DC เท่ากับ  19 % นอกจากน้ีโมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้ ง 3 โคลนไม่

เกิดปฏิกิริยาขา้มกบัสารนอกกลุ่มเตตราซยัคลินทุกตวัท่ีทาํการทดสอบ 

 

  



ค 
 

Abstract 

Oxytetracycline (OTC) is a broad-spectrum antibiotic in tetracycline family, which inhibits the 

growth of various gram positive and gram negative bacteria. OTC is widely used in aquaculture and also 

in livestock for prevention and treatment of diseases. Since the presence of low levels of residues in food 

product led to the problem of drug resistance of pathogens in human, it is essential to detect its residue in 

the food products. Therefore, many countries set the maximum residues limit (MRLs) for oxytetracycline 

in  muscle at 200 μg/kg. The aim of this work was to generate monoclonal antibody against OTC for 

developing ELISA test kit. OTC was conjugated to bovine serum albumin (BSA), as an immunogen. Ten 

BALB/c mice were immunized and gave antiserum titers ranging from 1:16,000 to 1:128,000. Cell fusions 

of splenocytes and myeloma NSI were performed yielding 3 monoclones, 2-4F, 7-3G and 11-11A which 

produce monoclonal antibody against OTC. Isotyping, sensitivity and cross reactivity of these clones were 

characterized. The isotype of these clones were IgG1, IgG2a and IgG1 respectively. The sensitivity of these 

clones  were found in terms of 50% of inhibitory concentration (IC50) at 0.19 + 0.04, 0.56 + 0.10 and 2.66 

+ 1.16 μg/ml respectively  and in term of limit of detection (LOD) at 0.08 + 0.03, 0.20 + 0.18 and 0.96 + 

1.21 μg/ml respectively. Monoclonal antibody 2-4F shows %cross reactivity,  in the range of 27 to 275 %, 

to other antibiotics in TC group whereas MAb 7-3G shows %cross reactivity in the range of 2 to 41%, to 

TC, DC and RTC and 11-11A showed cross reacted to only DC at 19 %. Moreover, these three 

monoclonal antibodies showed no cross reactivity to all other tested compounds in other groups. 
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บทที ่ 1 

บทนํา 

1.1 ความเป็นมา 

ประเทศไทยเป็นประเทศท่ีมีการผลิตและส่งออกอาหารทั้งในรูปสด ก่ึงแปรรูป และแปรรูปท่ีสาํคญั

ของโลก โดยในระยะ 10 ปีท่ีผา่นมา  ผูบ้ริโภคมีความห่วงใยดูแลสุขภาพมากข้ึน ทาํให้เป็นปัจจยัหน่ึงท่ีทาํ

ให้ผูบ้ริโภคตอ้งการอาหารท่ีมีคุณภาพและปลอดภยัมากข้ึน  ความไม่ปลอดภยัในอาหารหรือการปนเป้ือน

ในอาหาร สามารถเกิดข้ึนไดต้งัแต่กระบวนการปลูกพืชหรือการเล้ียงสตัว ์การเกบ็เก่ียว การแปรรูป  การเก็บ

รักษาและการขนส่ง ซ่ึงอาจมีสาเหตุมาจากเช้ือจุลินทรีย ์จากการใชย้าปฏิชีวนะและฮอร์โมน จากการใชส้าร

ป้องกนักาํจดัศตัรูพืช  ซ่ึงถา้ไม่มีการใชห้รือควบคุมดูแลท่ีดี ก็จะนาํไปสู่ปัญหาสารตกคา้งในอาหารคนและ

อาหารสัตว ์ท่ีจะเป็นอนัตรายต่อสุขภาพของผูบ้ริโภคได ้ปัญหาสารหรือยาปฏิชีวนะ(antibiotic) ตกคา้งใน

อาหาร เน่ืองมาจากกระบวนการเล้ียงสัตว ์เพื่อการรักษาโรคหรือป้องกนัโรค หรือเพื่อเร่งการเจริญเติบโต  

เป็นปัญหาหน่ึง ซ่ึงถา้มีการตรวจพบสารตกคา้งเกินกวา่มาตรฐานท่ีตั้งไว ้นัน่แสดงว่าคุณภาพของผลิตภณัฑ์

เน้ือสัตว์ไม่ได้มาตรฐานความปลอดภัย ส่งผลต่อผูบ้ริโภคได้ รวมถึงการส่งออกผลิตภัณฑ์เน้ือสัตว์

หยดุชะงกั และจะมีผลโดยตรงต่อรายไดแ้ละความเช่ือมัน่ในสินคา้ของประเทศท่ีลดลง ดงันั้นหน่วยงานท่ี

เก่ียวขอ้งจึงตอ้งมีการตรวจคุณภาพของผลิตภณัฑเ์น้ือสตัวอ์ยา่งต่อเน่ืองเพื่อใหไ้ดม้าตรฐานสากล  

ออกซีเตตราซัยคลิน  (oxytetracycline-OTC) เป็นหน่ึงในยาปฏิชีวนะในกลุ่มเตตราซัยคลิน 

(tetracyclines) สารในกลุ่มน้ีตวัหน่ึงเป็นท่ีรู้จกักนัมานานและนิยมใชอ้ยา่งกวา้งขวาง ไดรั้บอนุญาตใหใ้ชใ้น

กระบวนการเล้ียงสัตวบ์ก สัตวน์ํ้ าอนุญาตให้ใชเ้ฉพาะอออกซีเตตราซยัคลิน โดยเฉพาะการเล้ียงกุง้ ซ่ึงเป็น

สินคา้ส่งออกท่ีสาํคญัของไทย  ยาปฏิชีวนะกลุ่มน้ีออกฤทธ์ิวงกวา้ง (broad spectum) ต่อเช้ือแบคทีเรียทั้งแก

รมบวกและแกรมลบ โดยจะไปออกฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญและการแบ่งตวัของเช้ือแบคทีเรีย (กมลชยั, 2547) 

อยา่งไรก็ตามการใชย้าปฏิชีวนะตอ้งทราบวิธีใชอ้ย่างถูกตอ้งและตอ้งไม่ให้เหลือตกคา้งอยูใ่นเน้ือสัตวเ์กิน

กว่าค่ามาตรฐานท่ีกําหนดไวว้่าปลอดภัยและสามารถนํามาบริโภคได้ ซ่ึงเรียกว่าค่า MRL (Maximum 

Residue Limit) เช่น ในเน้ือกุง้ค่า MRL ของออกซีเตตราซยัคลิน กาํหนดไวท่ี้ 0.2 ppm สาํหรับประเทศญ่ีปุ่น 

และ 2 ppm สําหรับประเทศสหรัฐอเมริกา  (กรมประมง, 2558) และประเทศไทยโดยคณะกรรมการ

มาตรฐานสินคา้เกษตรและอาหารแห่งชาติ (มกอช) ได้กาํหนดไวท่ี้  0.2  ppm  ดังนั้ นการตรวจสอบยา

ปฏิชีวนะตกคา้งของอาหารเพื่อการบริโภค จึงเป็นส่ิงท่ีตอ้งคาํนึงถึง โดยการตรวจหายาปฏิชีวนะตกคา้ง 
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สามารถทําได้โดยอาศัย เทคนิคการวิ เคราะห์ โดยใช้ เค ร่ืองมือ  เช่น  วิ ธี  high performance liquid 

chromatography (HPLC)  (Castellari และคณะ, 2009; Chertet และคณะ, 2003; Wang และคณะ, 

2008) ,  liquid chromatography mass spectrometry (LC-MS)  หรือ  LC-MS-MS   (Koesukwiwat และคณะ, 

2007; Lykkeberg และคณะ, 2004)  โดยเทคนิคเหล่าน้ีจะให้ผลท่ีมีความถูกต้องแม่นยาํสูงแต่ต้องใช้

เคร่ืองมือท่ีมีราคาแพง และอาศยับุคคลากรท่ีมีความชาํนาญ ใชเ้วลานาน ส่วนการวิเคราะห์หาสารตกคา้ง 

โดยเทคนิคทางอิมมูโน (immuno assay) คือ Enzyme Linked Immonosorbent assay (ELISA) เป็นเทคนิคท่ี

ใชก้นัอยา่งกวา้งขวางในการติดตามหาสารตกคา้งผลิตภณัฑจ์ากเน้ือสัตว ์โดยอาศยัหลกัการการทาํปฏิกิริยา

ระหว่างแอนติบอดีท่ีจาํเพาะกบัแอนติเจน ซ่ึงวิธีน้ีเป็นวิธีการท่ีประหยดั รวดเร็ว มีความแม่นยาํสูง สามารถ

หาสารตกคา้งปริมาณน้อยได ้การตรวจสอบโดยวิธี ELISA น้ีเป็นวิธีท่ีไม่ใชเ้คร่ืองมือท่ีซับซ้อน สามารถ

ตรวจสอบตวัอย่างเบ้ืองตน้ไดเ้ป็นจาํนวนมากเพื่อเป็นการคดักรองตวัอย่างมีความจาํเพาะ ไดผ้ลรวดเร็ว 

ขั้นตอนไม่ยุ่งยาก ราคาถูก จึงเหมาะสําหรับการวิเคราะห์จาํนวนตวัอย่างท่ีมีมาก เพื่อเป็นการคดักรอง

ตัวอย่างเบ้ืองต้น  (screening test) (Zhang และคณะ  2007; Le และคณะ , 2011) ในปัจจุบันย ังไม่มีชุด

ตรวจสอบ ELISA ท่ีจาํเพาะต่อออกซีเตตราซยัคลิน ดงันั้นงานวิจยัน้ีจึงวตัถุประสงคท่ี์จะผลิตโมโนโคลนอล

แอนติบอดีต่อออกซีเตตราซยัคลิน สาํหรับการสร้างแอนติบอดีในรูปโมโนโคลนอลแอนติบอดีน้ี สามารถ

ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีไดใ้นปริมาณจาํกดัและมีคุณภาพสมํ่าเสมอ ซ่ึงต่างจากการผลิตในรูปแบบ

ของโพลีโคลนอลแอนติบอดี ถึงแมจ้ะมีขั้นตอนการผลิตง่าย ไม่ยุง่ยาก แต่อาจมีคุณภาพไม่สมํ่าเสมอข้ึนกบั

สัตว์ทดลอง จากนั้ นจึงนําโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อออกซีเตตราซัยคลินท่ีผลิตได้ไปพฒันาเป็นชุด

ตรวจสอบออกซีเตตราซยัคลินตน้แบบ  โดยวิธี ELISA ต่อไป 

1.2   วตัถุประสงค์ 

เพื่อผลิตและศึกษาลกัษณะสมบติัของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อออกซีเตตราซยัคลิน 

1.3  ขอบเขตงานวจัิย 

1.  คน้ควา้และรวบรวมขอ้มูลท่ีเก่ียวขอ้งกบังานวิจยั 

2.  เตรียมแอนติเจนท่ีใชใ้นการฉีดกระตุน้ภูมิคุม้กนัหนู 

3.  ฉีดกระตุน้ระบบภูมิคุม้กนัของหนูใหส้ร้างแอนติบอดีต่อออกซีเตตราซยัคลิน 
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4.  ผลิตเซลลไ์ฮบริโดมาและคดัเลือกเซลลไ์ฮบริโดมาท่ีสร้างโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อออกซีเตตรา

ซยัคลิน  

5.  ศึกษาลกัษณะสมบติัเบ้ืองตน้ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีได ้

1.4  ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ 

ไดเ้ซลลไ์ฮบริโดมาท่ีผลิตโมโนโคนอลแอนติบอดีต่อออกซีเตตราซยัคลิน ท่ีสามารถนาํไปพฒันา

เป็นชุดตรวจสอบไดต่้อไป  
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บทที ่ 2 

แนวคดิและเอกสารงานวจิัยทีเ่กีย่วข้อง 

2.1 แนวคดิและทฤษฎ ี

2.1.1 ออกซีเตตราซัยคลนิ 

OTC เป็นยาในกลุ่มเตตราซัยคลิน (Tetracyclines; TCs) เป็นยาท่ีออกฤทธ์ิในวงกวา้ง สามารถ

ทาํลายเช้ือแบคทีเรียทั้งแกรมบวก แกรมลบ สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรียในกลุ่ม Streptococcus, 

Staphylococcus, Anthracoids, Pasteurella, Brucella, Corynebacteria, ก ลุ่ ม  coliforms แ ล ะ  Salmonella 

(ประพนธ์ รักสินเจริญศกัด์ิ, 2535) ยาในกลุ่มน้ีผลิตข้ึนมาจากเช้ือราในตระกูล Streptomyces ยาตวัแรกท่ี

คน้พบคือ คลอเตตราซยัคลิน (Chlortetracycline; CTC)  คน้พบในปี 1948 โดยแยกไดจ้ากเช้ือ Streptomyces 

aureofaciens ต่อมาก็มีการคน้พบยา Oxytetracycline โดยแยกไดจ้ากเช้ือ Streptomyces rimosus ต่อมาในปี 

1952 สามารถผลิตยากลุ่มน้ีในรูปก่ึงสังเคราะห์ข้ึนมาได ้โดยการดึงเอาอะตอมของ คลอรีนอะตอมออกจาก 

CTC ยาท่ีผลิตไดใ้หม่น้ี เรียกวา่ เตตราซยัคลิน (Tetracycline; TC) เหมือนช่ือกลุ่มยา  

 ปัจจุบนัน้ีไดมี้การผลิตยาในกลุ่มน้ีข้ึนมาใชอี้กหลายตวัไดแ้ก่ ด็อกซีซยัคลิน(Doxycycline;  DC) ดีมี

คลอซยัคลิน (Demeclocycline) เมธาซยัคลิน (Methacycline) และโรลิเตตราซยัคลิน (Rolitetracycline) (กมล

ชยั ตรงวาณิชนาม, 2547) สูตรโครงสร้างทางเคมีของยาในกลุ่มเตตราซยัคลิน แสดงดงัภาพท่ี 2.1 
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2.1.2 การใช้ยาปฏิชีวนะในอุตสาหกรรมการเลีย้งสัตว์ ในประเทศไทย 

 การใชย้าปฏิชีวนะเพื่อป้องกนัหรือรักษาโรค เป็นปัจจยัหน่ึงในอุตสาหกรรมการเล้ียงสัตวทุ์กชนิด 

เช่นเดียวกบัการเพาะเล้ียงกุง้ของประเทศไทย ซ่ึงได้รับการพฒันาตั้งแต่ปี พ.ศ. 2530 เป็นตน้มา จนเป็น

ระบบการเล้ียงแบบพัฒนาหนาแน่น (Intensive culture) มีการใช้ยาปฏิชีวนะในกระบวนการเล้ียงทั้ ง

วตัถุประสงคเ์พ่ือป้องกนัโรค รักษาโรค และการจดัการคุณภาพดินและนํ้ า จนเม่ือปี พ.ศ. 2545 ปัญหาการ

Rolitetracycline 

      Chlortetracycline 

Tetracycline Oxytetracycline 

Doxycycline 

ภาพท่ี 2.1 โครงสร้างทางเคมีของยาในกลุ่มเตตราซยัคลิน 

                ท่ีมา : กมลชยั ตรงวาณิชนาม, 2547 
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ตกคา้งของยาปฏิชีวนะในกุง้ส่งออก ทาํให้เกิดคาํถามถึงการพฒันาการเล้ียงกุง้ทะเลแบบหนาแน่น คือ การ

เกิดโรคระบาด ทาํให้เกษตรกรใช้ยาปฏิชีวนะเพื่อป้องกนัและรักษาโรค การใชย้าปฏิชีวนะโดยขาดการ

ควบคุมและความเขา้ใจในการใชย้าอย่างถูกตอ้งทาํให้เป็นปัญหาต่อเน่ืองอย่างมากมาย รวมถึงการตกคา้ง

ของยาปฏิชีวนะในเน้ือกุง้ซ่ึงเป็นปัญหาท่ีส่งผลกระทบต่อการส่งออกกุง้ทะเลไทยมากท่ีสุดในปัจจุบนั 

 ยาตา้นจุลชีพ หรือ ยาปฏิชีวนะ เป็นยาท่ีใชใ้นการเล้ียงกุง้ทะเลของประเทศไทย รายงานการศึกษา

การเล้ียงกุง้ทะเลแบบพฒันาหนาแน่น แสดงใหเ้ห็นวา่เช้ือโรคชนิดต่าง ๆ ท่ีอาจก่อใหเ้กิดโรคในกุง้ เช่น เช้ือ

โปรโตซัว เช่น Zoothamnium sp., Epistylis sp., Acineta sp., Thelonania sp. เช้ือแบคทีเรีย เช่น Vibrio sp. 

และ Filamentous bacteria เป็นตน้ สามารถพบไดใ้นบ่อท่ีมีการเล้ียงแบบหนาแน่น ดงันั้นการเกิดโรคในกุง้

จากเช้ือโรคท่ีมีอยู่แล้วในบ่อ (Opportunistic pathogens) จึงอาจเกิดได้ตลอดเวลาในระหว่างการเล้ียง

โดยเฉพาะอยา่งยิ่ง เม่ือกุง้ไดรั้บความเครียด อนัเน่ืองมาจากคุณภาพนํ้ าท่ีไม่เหมาะสม การเปล่ียนแปลงของ

อุณหภูมิ หรือ การจดัการท่ีไม่เหมาะสม เป็นตน้ ดงันั้นจึงมีการใชย้าปฏิชีวนะในการป้องกนัโรค โดยการแช่

กุง้วยัอนุบาลในยาอยา่งต่อเน่ืองในบ่อดิน ซ่ึงสภาวะการเกิดโรคต่าง ๆ มกัเกิดข้ึนในขบวนการเพาะเล้ียงทั้ง

ในบ่อฟัก (hatchery) และการเล้ียงในบ่อดิน 

 การศึกษาการใชย้าและสารเคมีในฟาร์มกุง้ พบวา่ยาตวัอยา่งท่ีไดรั้บการสุ่มตรวจตามทอ้ง ตลาดไม่มี

ประสิทธิภาพตามท่ีอา้งไวบ้นฉลากสาํหรับการรักษาและป้องกนัแบคทีเรียในสตัวน์ํ้ า ยาไม่มีการข้ึนทะเบียน

ตาํรับยาตามกฎหมาย ยาดงักล่าวจึงขาดการรับรองคุณภาพและเอกสารกาํกบัยาไม่ถูกตอ้ง ทาํให้เกษตรกรมี

การใชย้าผิดวตัถุประสงค ์ซ่ึงจะส่งผลให้เกิดอนัตรายต่อผูบ้ริโภค โดยยาท่ีนิยมนาํมาใชใ้นการเพาะเล้ียงกุง้ 

ไดแ้ก่ ออกซีเตตราซยัคลิน ออกโซลินิกแอซิด คลอแรมฟินิคอล และ ฟูราโซลิโดน เป็นตน้ (เจนนุช วอ่งธวชั

ชยั, 2547) 

 สารในกลุ่มเตตราซัยคลิน เป็นสารปฏิชีวนะท่ีมีขอบเขตการออกฤทธ์ิกวา้งและมีราคาถูกทาํให้

เกษตรกรใชใ้นการเล้ียงสัตว ์เพื่อเป็นสารป้องกนัการติดเช้ือและรักษาโรคในสัตวเ์พราะเม่ือสัตวเ์กิดอาการ

ป่วยหรือลม้ตายจะทาํให้เกิดการขาดทุน นอกจากน้ีไดมี้การใช้งานสารในกลุ่มน้ีในการเป็นสารเร่งการ

เจริญเติบโต ซ่ึงใน ค.ศ. 1940 นกัวิทยาศาสตร์พบวา่ยาปฏิชีวนะบางชนิด เช่น เตตราซยัคลิน  สามารถใชเ้ป็น

สารกระตุน้การเจริญเติบโตในสัตวไ์ด ้(Antibiotic growth promoter; AGP)  ในปี ค.ศ. 1953 องคก์ารอาหาร

และยา สหรัฐอเมริกา หรือ USFDA ไดรั้บรองใหอ้อกซีเตตราซยัคลิน และ คลอเตตราซยัคลิน เป็นส่วนผสม

ในอาหารสัตว์ (Animal feed additive) หลังจากนั้ น  ในปี  ค .ศ . 1969 Swann Committee แห่งสหราช

อาณาจกัร คน้พบสารพนัธุกรรมท่ีตา้นฤทธ์ิยาปฏิชีวนะออกซีเตตราซยัคลินในสัตวเ์ล้ียงท่ีไดรั้บสารเร่งการ
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เจริญเติบโต และ ในเช้ือ Salmonella typhimurium  สหราชอาณาจกัร จึงประกาศหา้มใชอ้อกซีเตตราซยัคลิน

และคลอเตตราซัยคลิน เป็นสารกระตุน้การเจริญเติบโตในสัตวต์ั้งแต่ปี ค.ศ. 1971 และ เม่ือปี ค.ศ. 2006 

สหภาพยโุรปไดป้ระกาศหา้มใชอ้อกซีเตตราซยัคลินและคลอเตตราซยัคลินผสมในอาหารสตัวเ์ช่นกนั 

 ออกซีเตตราซัยคลินเป็นสารตา้นจุลชีพท่ีอนุญาตให้ใช้อย่างถูกกฎหมาย โดยเป็นยาท่ี CODEX 

รับรองใหใ้ชใ้นการผลิตสตัวน์ํ้ าและสตัวบ์กเพื่อใชเ้ป็นอาหารของมนุษย ์ ในปี  พ .ศ . 2538 ญ่ี ปุ่นตรวจ

พบออกซีเตตราซยัคลินและกรดออกโซลินิก (Oxolinic acid) ในผลิตภณัฑก์ุง้แช่แขง็ในระดบัเกินท่ีกฎหมาย

กาํหนด จึงตอ้งเผาทาํลายสินคา้เป็นจาํนวนมาก ทาํให้เกิดการสูญเสียมูลค่าทางเศรษฐกิจของประเทศไทย

เป็นจาํนวนมาก หลงัจากนั้นกรมประมงจึงไดก้าํหนดให้มีการตรวจปริมาณออกซีเตตราซัยคลินและกรด

ออกโซลินิกตกคา้ง ในผลิตภณัฑ์กุง้แช่แข็งก่อนส่งออก ไม่ให้เกินจากท่ีกฎหมายของประเทศคู่คา้กาํหนด 

ตั้งแต่นั้นเป็นตน้มา (อมรชยั เลิศเจริญ, 2545) 

2.1.3 มาตรฐานสารตกค้างออกซีเตตราซัยคลนิ   

 กระทรวงเกษตรและสหกรณ์และคณะกรรมการมาตรฐานสินคา้เกษตรและอาหารแห่งชาติ (มกอช)  

ได้จัดทําข้อกําหนดด้านความปลอดภัยสินค้าเกษตรและอาหาร (Safety requirements for agricultural 

commodity and food) โดยอา้งอิงมาตรฐานและหลกัเกณฑท่ี์ประกาศโดยองคก์รมาตรฐานระหว่างประเทศ

เช่น  โครงการมาตรฐานอาหาร  FAO/WHO (Joint FAO/WHO Food Standard Programme; Codex) ได้

กาํหนดมาตรฐานปริมาณของสารท่ีมากท่ีสุดท่ีอนุญาตให้ตรวจพบได ้(Maximun residue limits; MRLs) ใน

อาหาร ซ่ึงสอดคลอ้งกบัขอ้กาํหนดท่ีมีอยู่ในมาตรฐานระหว่างประเทศ เพ่ือเป็นเคร่ืองมือในการปรับปรุง

คุณภาพมาตรฐานสินคา้เกษตรให้สอดคลอ้งกบัความตอ้งการของตลาดและไดม้าตรฐานสากล นาํมาเป็น

ขอ้ตกลงในการเจรจาทางการคา้ เพื่อใหมี้คุณภาพและความปลอดภยัต่อผูบ้ริโภค ดงัตารางท่ี 2.1 
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ตารางท่ี 2.1 มาตรฐานปริมาณสูงสุดของยาปฏิชีวนะกลุ่มเตตราซัยคลินท่ีอนุญาตให้พบได้ในอาหาร 

(MRLs) 

ท่ีมา : www.codexalimentarius.net/vetdrugs/data/MRL2_e_2012.pdf 

ออกซีเตตราซยัคลินป็นสารให้ใชใ้นการป้องกนัและรักษาโรคในการเพาะเล้ียงสัตว ์แต่การใชส้าร

ปฏิชีวนะในลกัษณะดงักล่าว ก็จาํเป็นจะตอ้งมีระยะหยุดยา ก่อนจบัสัตวน์ํ้ าขาย กองการตรวจสอบรับรอง

มาตรฐานคุณภาพสัตวน์ํ้ าและผลิตภณัฑส์ัตวน์ํ้ า กรมประมง ไดก้าํหนดมาตรฐานผลิตภณัฑส์ัตวน์ํ้ าทางเคมี 

(Chemical Reference Criteria for Fishery Products) ของสารออกซีเตตราซยัคลิน ในผลิตภณัฑ์สัตวน์ํ้ าของ

ประเทศต่าง ๆ ไวด้งัตารางท่ี 2.2 
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ตารางท่ี 2.2 มาตรฐานปริมาณของสารออกซีเตตราซยัคลินท่ีระดบัสูงสุดท่ีอนุญาตใหต้รวจพบได ้              

ในสตัวน์ํ้ า (MRLs) 

Product 

MRLs (μg/ml)   

Codex EU U.S. Japan China Canada Korea Thailand 
Australia 

New Zealand 

Fish, 

Shrimp, 

 Oysters 

0.2 0.1 - 0.2 

- - 

0.2 0.2 - 

Salmon, 

 Lobster 
- - 2.0 - - 0.2 - - 0.2 

Others  - - 2.0 - 0.2 - - - - 

หมายเหตุ - ไม่มีขอ้มูล 

ท่ีมา : มาตรฐานผลิตภณัฑส์ตัวน์ํ้ าทางเคมี กรมประมง, 2552 

 2.1.4  แอนติเจนและแอนติบอดี 

2.1.4.1   แอนติเจน (Antigen, Ag)    

 โดยทัว่ไปแอนติเจน หมายถึง  ส่ิงแปลกปลอมท่ีแตกต่างจากร่างกาย (non-self)  และร่างกายเกิดการ
ตอบสนองต่อส่ิงนั้น  ตวัอยา่งของแอนติเจนเช่น  จุลชีพ หรือองคป์ระกอบของจุลชีพ โปรตีน สารเคมี ไกล
โคโปรตีน  และอนุภาคไวรัส  เป็นต้น   แอนติเจนท่ีสมบูรณ์จะมีคุณสมบัติสําคัญ   2 ประการ  คือ 
ความสามารถกระตุ้นให้เกิดการตอบสนองต่อภูมิคุ ้มกัน เรียกว่า immunogenicity กล่าวคือสารนั้ นจะ
สามารถกระตุน้ใหเ้กิดการสร้างแอนติบอดี และกระตุน้การทาํงานของ T lymphocyte อยา่งจาํเพาะท่ีเรียกว่า 
sensitized T lymphocyte  ในคุณสมบติัน้ีจึงมกัใชค้าํว่า immunogen แทนแอนติเจนดว้ย  คุณสมบติัท่ีสองคือ 
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ความสามารถของสารท่ีจะทาํปฏิกิริยาอยา่งจาํเพาะกบัภูมิคุม้กนัท่ีถูกกระตุน้ เช่น ทาํปฏิกิริยาอยา่งจาํเพาะกบั
แอนติบอดี และหรือ sentitized T lymphocyte  เรียกว่ามี  specific reactivity  การท่ีสารทาํปฏิกิริยาจาํเพาะ
ดงักล่าวนิยมใชค้าํวา่ แอนติเจน 

 แอนติเจนเป็นสารต่างๆ ท่ีจะมีโครงสร้างจาํเพาะใน 1 โมเลกุลจะมีส่วนท่ีจาํเพาะหรือหน่วยยอ่ยๆ ท่ี
สามารถทาํปฏิกิริยาอย่างจาํเพาะกบัแอนติบอดีหน่ึงๆ  หน่วยย่อยๆบนโมเลกุลของแอนติบอดีน้ี เรียกว่า 
epitope หรือ antigenic determinant โดยทั่วไปแล้ว epitope จะปรากฏอยู่ด้านนอกของโมเลกุล  ดังนั้ น
แอนติเจน 1 โมเลกุลอาจทาํปฏิกิริยาจาํเพาะต่อแอนติบอดีหลายชนิดข้ึนอยูก่บัจาํนวน epitope ท่ีแตกต่างกนั
บนโมเลกลุของแอนติเจนหน่ึงๆ (ภาพท่ี 2.2 )  (กฤษณา  จรรยาพนู, 2552) 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี  2.2  epitope หรือ antigenic determinant บนแอนติเจน  แอนติเจนน้ีมี epitope ท่ีแตกต่างกนั 3  
                  ชนิด  จะสามารถทาํปฏิกิริยากบัแอนติบอดีท่ีจาํเพาะของแต่ละ epitope จึงมีแอนติบอดี 3   
                   แบบต่อแอนติเจนน้ี  (กฤษณา  จรรยาพนู, 2552) 

แฮปเทน (Hapten)  

 Hapten หมายถึง สารท่ีมีขนาดเล็ก นํ้ าหนักโมเลกุลน้อยไม่สามารถกระตุน้ภูมิตา้นทานได้ แต่
สามารถทําป ฏิ กิ ริยากับแอน ติบอดีได้  นั่น คือมี คุณสมบัติ  specific reactivity  แต่ขาดคุณสมบัติ 
immunogenicity ตวัยา่งเช่น ยาและฮอร์โมน  อยา่งไรก็ตามสารเหล่าน้ีหากนาํไปรวมกบัสารอ่ืนๆท่ีทาํหนา้ท่ี
เป็น carrier ก็จะสามารถกระตุน้การตอบสนองของภูมิคุม้กนัหรือกระตุน้การสร้างแอนติบอดีได ้ carrier ท่ี
ใชม้กัเป็นโปรตีนท่ีมีขนาดใหญ่ ทาํหนา้ท่ีเสมือนเป็นแอนติเจนโมเลกุลขนาดใหญท่ีมี hapten เหล่านั้นเป็น
องคป์ระกอบคลา้ยกบัเป็น  epitope  หน่ึงๆ บนโมเลกุลของแอนติเจน จากการศึกษาสารท่ีเป็น hapten  เม่ือ
ฉีดให้กบัสัตวท์ดลองพบว่าการให ้hapten เพียงลาํพงั ไม่มีการตอบสนองต่อการสร้างแอนติบอดีขณะท่ีเม่ือ
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ให ้hapten ผสมกบั carrier จะสามารถตรวจพบแอนติเจนท่ีทาํปฏิกิริยากบั hapten ได ้ร่วมกบัแอนติเจนท่ีทาํ
ปฏิกิริยากบั carrier และแอนติบอดีท่ีทาํปฏิกิริยากบัทั้ง hapten และ carrier ดงัแสดงในภาพท่ี 2.3  

 

 

 

 

 
 
ภาพท่ี 2.3   นาํแฮปเทน (dinitropheno, DNP) ยดึติดกบั carrier เช่น Bovine serum albumin (BSA)  ฉีด   
               ใหก้บักระต่าย และตรวจแอนติบอดีท่ีกระต่ายสร้างข้ึน จะพบแอนติบอดี anti-BSA, anti- 
                DNP และ anti-DNP/BSA  (กฤษณา  จรรยาพนู, 2552) 
 

2.1.4.2  แอนติบอดี (Antibody) 

แอนติบอดีหรืออิมมูโนโกลบูลิน (immunoglobulin; Ig) เป็นโปรตีนท่ีทาํหน้าท่ีจับกับ
แอน ติ เจน ตรงบ ริ เวณ จํา เพ าะของโม เลกุ ล แอน ติ เจน ท่ี เรี ยก ว่ า อิ พิ โทป  (epitope) ส ร้ างจ าก 
เมด็เลือดขาวชนิดบี-ลิมโฟไซตท่ี์เปล่ียนแปลงไปทาํหนา้ท่ีหลัง่แอนติบอดีเรียกว่าพลาสมาเซลล ์แอนติบอดี
ท่ีหลัง่เขา้สู้กระแสเลือดจะทาํหน้าท่ีเป็นตวัจกัรสําคญัของระบบภูมิคุม้กนัแบบหลัง่แอนติบอดี (humoral 
immunity) 

โครงสร้างของแอนติบอดี (ภาพท่ี 2.4) มีโครงสร้างปฐมภูมิประกอบดว้ยโปรตีนสายสั้น (L 
chain) และโปรตีนสายยาว (H chain) ท่ีกรดอะมิโนทางดา้นปลายอะมิโน (N terminal) ประกอบดว้ยกรดอะ
มิโน 100-110 หน่วยท่ีมีความแปรปรวนมากเรียกว่าบริเวณแปรปรวน (variable region; V) โดยจะแตกต่าง
กันในแอนติบอดีแต่ละชนิดซ่ึงจะเป็นบริเวณท่ีจับกับแอนติเจน ส่วนบริเวณท่ีเหลือเป็นบริเวณคงท่ี 
(constant region; C) ซ่ึงมีความแตกต่างกนัตามชนิดของโปรตีน ซ่ึงในสายสั้นมี 2 ชนิดเป็น  หรือ  สาย
ยาวเป็นชนิด , , ,  หรือ  โครงสร้างทุติยภูมิของแอนติบอดีเกิดจากการพบัทบกนัไปมาของสายเพป
ไทดแ์บบ β-pleated sheet เสถียรภาพของโครงสร้างน้ีเกิดจากพนัธะไฮโดรเจนและพนัธะไดซลัไฟดภ์ายใน
สายท่ีเช่ือมระหว่างสายเพปไทดท่ี์พบัไปมา ซ่ึงสายเพปไทดม์ว้นทบัเป็นโครงสร้างตติยภูมิอดัแน่นเป็นกอ้น 
(globular domain) และส่วนของโดเมนท่ีอดัแน่นเป็นก้อนต่างๆของสายสั้ นและสายยาวอย่างละ 2 สาย
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รวมกนัเป็นโครงสร้างจตุรภูมิซ่ึงประกอบกนัเป็นบริเวณท่ีจบัแอนติเจนไดอ้ยา่งจาํเพาะ และแสดงปฏิกิริยา
ทางชีวภาพได ้ 

ไอโซไทป์ (isotype) หรือคลาส (class) ของ Ig ชนิดต่างๆ ไดแ้ก่ IgG, IgA, IgM, IgD และ 
IgE เกิดจากความแตกต่างกนัในส่วนของลาํดบักรดอะมิโนในส่วนของโปรตีนสายยาวบริเวณคงท่ี  ทาํให้
แอนติบอดีมีโครงสร้าง (ภาพปท่ี 2.5) และบทบาทการทาํงานแตกต่างกนัไป โดยบทบาทการทาํงานของแต่
ละไอโซไทป์เกิดจากปฏิกิริยาระหว่างส่วนของโปรตีนสายยาวกบัองคป์ระกอบต่างๆของโปรตีนในซีรัม
หรือตัวรับบนผิวเซลล์ ในหนูเมาส์ (mouse) โปรตีนสายยาวชนิด  สามารถแบ่งออกเป็น 4 กลุ่มย่อย 
(subclass) ไ ด่ แ ก่  1, 2a, 2b แ ล ะ  3 เ กิ ด เ ป็ น 
ไอโซไทป์ IgG1, IgG2a, IgG2b และ IgG3 ตามลาํดับ ซ่ึงจะแตกต่างกันตรงขนาดของขอ้พบั จาํนวน และ
ตาํแหน่งของพนัธะไดซัลไฟด์ (disulfide bond) ภายในสายระหว่างโปรตีนสายยาว (ไพศาล สิทธิกรกุล, 
2548) 

 

 

ภาพท่ี 2.4 โครงสร้างของแอนติบอดี (ไพศาล สิทธิกรกลุ, 2548) 

 

 

 

 



13 
 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2.5 โครงสร้างโดยทัว่ไปของแอนติบอดีทั้ง 5 ไอโซไทป์ (ไพศาล สิทธิกรกลุ, 2548) 
 

      2.1.5  การผลติแอนติบอดี (Antibody Production) 

 การผลิตแอนติบอดี ในส่ิงมีชีวิตจะเร่ิมจากการท่ีร่างกายได้รับส่ิงกระตุน้ท่ีเรียกว่า  แอนติเจน 
จากนั้นกระบวนการทางภูมิคุม้กนัของร่างกายจะทาํการตอบสนองต่อแอนติเจนนั้น  กล่าวคือ แอนติเจนจะ
กระตุน้ B-cell  ท่ีจาํเพาะต่อแต่ละ epitope บนแอนติเจนพร้อมกนัหลายๆ เซลลห์รือหลายๆโคลน (clone)  
แอนติบอดีท่ีสร้างข้ึนจากหลายโคลน ซ่ึงมีความจาํเพาะต่อหลากหลาย epitope จะเรียกว่า  พอลิโคลนอล
แอนติบอดี (polyclonal antibody) (รูปท่ี 2.7)  อยา่งไรก็ตามการสร้างแอนติบอดีเพื่อใชใ้นงานวิจยัหรืออ่ืนๆ  
สามารถสร้างและคดัเลือกแอนติบอดีท่ีสร้างจากโคลนเดียวหรือจาํเพาะต่อ epitope หน่ึงๆ ของแอนติเจน  
ซ่ึงจะทาํให้แอนติเจนนั้นมีความจาํเพะสูง  เรียกแอนติบอดีน้ีว่า โมโนโคลนอลแอนติบอดี (monoclonal 
antibody) 

 2.1.5.1  การผลิตพอลิโคลนอลแอนติบอดี 

  การผลิตพอลิโคลนอลแอนติบอดีหมายถึงแอนติบอดีท่ีผลิตจาก บี-เซลล ์หลายๆโคลน ซ่ึง
ตอบสนองต่อแอนติเจนหลากหลาย epitope ทาํให้แอนติบอดีผสมกนัอยู่หลายชนิดท่ีจะจบัแอนติเจนได้
หลาย epitope การผลิตพอลิโคลนอลแอนติบอดีต่อแอนติเจน X  อาจผลิตในสัตวท์ดลอง เช่น กระต่าย มา้  
และแกะ โดยแอนติบอดีท่ีผลิตจากกระต่ายจะเรียกวา่ rabbit anti-x antibody  แอนติบอดีท่ีผลิตจากมา้เรียกว่า 
horse anti-x antibody  เป็นต้น  ขั้นตอนการผลิตพอลิโคลนอลแอนติบอดีเร่ิมจากเตรียมแอนติเจนตาม
ตอ้งการ จากนั้ นฉีดแอนติเจนให้กับสัตวท์ดลองท่ีตอ้งการและรอเวลาการสร้างแอนติบอดี จากนั้ นฉีด
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กระตุน้ซํ้ า เพ่ือให้สร้างแอนติบอดีปริมาณมากทาํการเจาะเลือดสัตวท์ดลอง และป่ันเก็บแยกซีรัมเก็บไวใ้ช้
งานต่อไป (ภาพท่ี 2.6) (กฤษณา  จรรยาพนู, 2552) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
ภาพท่ี 2.6  แอนติเจนท่ีประกอบดว้ย epitope 4  แบบ หากผลิตแบบพอลิโคลนอลแอนติบอดี จะไดซี้รัมท่ี 
              มีความจาํเพาะต่อ epitope ทั้ง 4  แบบ ส่วนโมโนโคลนอลแอนติบอดีจะไดแ้อนติบอดี 
              จาํเพาะต่อ epitope หน่ึงๆ บนแอนติเจน (กฤษณา  จรรยาพนู, 2552) 

2.1.5.2  การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี โดยใชห้ลกัการ somatic hybridization 

การใช้กระบวนการทางเคมีเพื่อแยกโมโนโคลนอลแอนติบอดีออกจากพอลิโคลนอล
แอนติบอดีทาํไดย้ากมาก แต่ในปี ค.ศ.1975 George Kohler และ Cesar Milestein หาแนวทางในการเตรียม
โมโนโคลนอลแอนติบอดีได้ ซ่ึงได้กลายเป็นเทคโนโลยีท่ีสําคญัทางภูมิคุม้กัน จากการนําบี-เซลล์ท่ีถูก
กระตุน้ดว้ยแอนติเจนท่ีตอ้งการมารวมกบัเซลลม์ะเร็งของพลาสมาเซลลห์รือมยัอีโลมาเซลล ์(myeloma cell) 



15 
 

กลายเป็นเซลลลู์กผสมหรือไฮบริโดมา (hybridoma) ซ่ึงมีคุณสมบติัในการแบ่งเซลล์ไดอ้ย่างไม่จาํกดัของ
เซลลม์ะเร็งสามารถสร้างแอนติบอดีได ้ทาํให้สามารถผลิตโคลนของไฮบริโดมาท่ีสามารถสร้างแอนติบอดี
ได้จาํนวนมากและไม่จาํกัดปริมาณ เทคนิคน้ีจึงเป็นเทคนิคท่ีมีศกัยภาพสูงและใช้ในงานต่างๆได้อย่าง
กวา้งขวาง ทาํให ้Kohler และ Milestein ไดรั้บรางวลัโนเบลในปี ค.ศ.1984 (ไพศาล สิทธิกรกลุ, 2548) 

ขั้นตอนการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีเร่ิมจาก  นําบี-เซลล์จากสัตว์ท่ีถูกกระตุ้น
ภูมิคุม้กนัดว้ยแอนติเจนท่ีตอ้งการให้สร้างแอนติบอดีมาชกันาํให้เกิดการหลอมรวมกบัเซลลม์ยัอีโลมาโดย
การใชโ้พลีเอทีลีนไกลคอล (polyethylene glycol; PEG) (ภาพท่ี 2.7) ในทางปฏิบติัไม่สามารถหลอมรวมทุก
เซลลเ์พื่อผลิตไฮบริโดมาไดท้ั้งหมด จึงมีทั้งเซลลท่ี์หลอมรวมกนัเอง ไม่หลอมรวมกนั และไฮบริโดมาท่ีไม่
ตอ้งการปะปนอยูจ่าํนวนมาก ดงันั้นจึงตอ้งมีการคดัเลือกให้มีเพียงแค่เซลลไ์ฮบริโดมาเท่านั้นท่ีสามารถอยู่
รอดได้  โดยการใช้ เซลล์มัย อีมาท่ี ถูกทําให้ มีความบกพ ร่องของเอนไซม์  hypoxanthine-guanine 
phosphoribosyl transferase (HGPRT) และ thymidine kinase (TK) ท่ีเก่ียวกบักระบวนการสังเคราะห์นิวคลี
โอไทด์ใน Salvage pathway (ภาพท่ี 2.8) ซ่ึงเม่ือนาํเซลล์ท่ีผ่านการหลอมรวมมาเล้ียงในอาหารเล้ียงเซลล ์
HAT  ซ่ึ ง มี  hypoxanthine, aminopterin และ  thymidine ผสมอยู่  aminopterin จะไปขัดขวาง  de novo 
pathway ซ่ึงเป็นอีกกระบวนการพื้นฐานในการสร้างนิวคลีโอไทด ์ส่วน hypoxanthine และ t thymidine ทาํ
ให้เซลลส์ามารถเจริญเติบโตไดโ้ดยใช ้Salvage pathway ดงันั้นเซลลม์ยัอีโลมาท่ีไม่หลอมรวมหรือหลอม
รวมกนัเองท่ีขาดเอนไซม ์HGPRT และ TK จะตายในอาหารเล้ียงเซลล ์HAT เพราะไม่สามารถใช ้Salvage 
pathway ในการสังเคราะห์นิวคลีโอไทดไ์ด ้จึงมีเพียงเซลลท่ี์เป็นไฮบริโดมาเท่านั้นท่ีมีชีวิตรอด ส่วนบี-เซลล์
หรือเซลลอ่ื์นท่ีไม่หลอมรวมกนัหรือหลอมรวมกนัเองจะมีชีวิตรอดเพียงระยะสั้นๆและจะตายไปเอง เม่ือได้
เซลลไ์ฮบริโดมาแลว้จาํเป็นตอ้งมีการคดัเลือกเซลลท่ี์สร้างแอนติบอดีท่ีจาํเพาะต่อแอนติเจนท่ีตอ้งการ เน่ือง
จากไฮบริโดมาบางเซลล์เท่านั้นท่ีผลิตแอนติบอดีจาํเพาะต่อแอนติเจนท่ีให้แก่สัตว์ทดลอง ไฮบริโดมา
จาํนวนมากผลิตแอนติบอดีท่ีจาํเพาะต่อแอนติเจนอ่ืนๆท่ีไม่ตอ้งการจึงจาํเป็นตอ้งคดัออก วิธีท่ีใชค้ดัเลือก
โดยทัว่ไป ไดแ้ก่ ELISA และ immunoassay ต่างๆ 

หลงัจากสามารถพิสูจน์ทราบว่าไดไ้ฮบริโดมาท่ีมีความจาํเพาะท่ีตอ้งการแลว้ จาํเป็นตอ้งทาํ
การโคลนซํ้ า (reclone) เพื่อให้แน่ใจว่าเซลลน์ั้นมีตน้กาํเนิดมาจากเซลลเ์ดียวจริง และขยายเพ่ิมจาํนวนเพื่อ 
ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีปริมาณท่ีตอ้งการต่อไป 
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ภาพท่ี 2.7   ขั้นตอนการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีในหนูทดลอง 

 
 

เลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์ HAT 

เซลล์ไฮบริโดมา เซลล์จากม้าม เซลล์มยัอีโลมา 

PEG 

มีชีวิต 

(HGPRT+, TK+) 

ตายเองตามธรรมชาติ 

(HGPRT+, TK+) 

ตายเน่ืองจากเลีย้งใน HAT 

(HGPRT-, TK-) 

ทดสอบการสร้างแอนติบอดี 

ทําให้เป็นเซลล์เด่ียว 

แช่แข็งในไนโตรเจนเหลว 

ผลติแอนติบอดีในอาหารเลีย้งเซลล์ 

แอนติเจน 
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ภาพท่ี 2.8   แนวทางการสงัเคราะห์นิวคลีโอไทดโ์ดยใช ้De Novo และ Salvage pathway 
                              (ไพศาล สิทธิกรกลุ, 2548) 
 
 2.1.5.3  ความแตกต่างระหว่างพอลโีคลนอลแอนติบอดีและโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

เม่ือมองในระดบัโมเลกุลแลว้ พอลีโคลนอลแอนติบอดี (polyclonal antibody) คือ โมโนโคลนอล

แอนติบอดี (monoclonal antibody) หลาย ๆ ชนิดรวมกนั เน่ืองจากแอนติเจนแต่ละชนิดมีอิพโิทปจาํนวนมาก 

จึงสามารถชกันาํการกระตุน้การตอบสนองโดยโคลนต่างๆ ของบีเซลลจ์าํนวนมากท่ีตรวจจบัแต่ละอิพิโทป

เป็นผลให้มีการสร้างแอนติบอดีหลายชนิดปนอยู่ในซีรัม แอนติบอดีท่ีจาํเพาะกบัแต่ละอิพิโทปรวมอยู่ใน

ซีรัม  เรียกว่าพอลีโคลนอลแอนติบอดี  แต่ความหลากหลายของแอนติบอดีในซีรัมบางคร้ังอาจลด

ประสิทธิภาพ หรือ ก่อให้เกิดปัญหาในการใชน้อกร่างกาย เช่น ในการวินิจฉยั การรักษา รวมถึงในงานวิจยั

ต่าง ๆ เน่ืองจากปฏิกิริยาขา้มของแอนติบอดี กบัแอนติเจนท่ีปนเป้ือนอยูใ่นซีรัมมีอยูห่ลายชนิด การใชโ้มโน

โคลนอลแอนติบอดีท่ีสร้างจากโคลนตน้กาํเนิดเพียงโคลนเดียวของบี-เซลลท่ี์มีความจาํเพาะต่ออิพิโทปเพียง

ตาํแหน่งเดียวบนแอนติเจน จะสามารถแกปั้ญหาเหล่าน้ีได ้โดยความแตกต่างระหว่างแอนติบอดีทั้ง 2 ชนิด  

จะแสดงดงัตารางท่ี 2.3 

De Novo Pathway 

Ribose-5-phosphate 

Salvage pathway 

Thymidine Hypoxanthine 

Nuclieotide 

 

DNA 

TK+ HGPRT+ 

 

Aminopterin 
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ตารางท่ี 2.3 คุณสมบัติและข้อจาํกัดในการผลิตระหว่างพอลีโคลนอลแอนติบอดีและโมโนโคลนอล      

แอนติบอดี  

คุณสมบติั พอลีโคลนอลแอนติบอดี โมโนโคลนอลแอนติบอดี 

ความจาํเพาะ 

(specificity) 

ความจาํเพาะตํ่า ทาํใหเ้กิดปฏิกิริยา 

ขา้มกบัสารอ่ืน ๆ ได ้

ความจาํเพาะสูง เน่ืองจากจาํเพาะ 

กบัอิพิโทปเดียวของแอนติเจน 

สมัพรรคภาพ 

(affinity) 

จบัไดห้ลายอิพิโทปต่อแอนติเจน จบัไดอิ้พิโทปเดียวของแอนติเจน 

ความเขม้ขน้ของ

แอนติบอดีท่ีผลิต 

ประมาณ 1 mg/ml ประมาณ 100-200 μg/ml 

ปริมาณท่ีผลิตได ้ ประมาณ 100 ml จากซีรัมของ

กระต่าย 

เม่ือเล้ียงในถึงปฏิกรณ์แบบป่ันกวน 

ปริมาณไม่จาํกดั 

ความบริสุทธ์ิของ

แอนติบอดีท่ีได ้

ข้ึนอยูก่บัแอนติเจนท่ีใชก้ระตุน้

จาํเป็นตอ้งทาํใหบ้ริสุทธ์ิ 

จาํเพาะกบัอิพโิทปเดียว จึงไม่

จาํเป็นตอ้งทาํใหบ้ริสุทธ์ิ 

เวลาท่ีใชผ้ลิต ไม่เกิน 6 สปัดาห์ อยา่งนอ้ย 4 เดือน 

ตน้ทุนในการผลิต ตํ่า สูง โดยเฉพาะเวลาเร่ิมตน้ 

ขอ้ดี ตน้ทุนตํ่า มีความจาํเพาะสูง 

 ง่ายต่อการผลิต ผลิตไดไ้ม่จาํกดั 

 ใชเ้วลาในการผลิตนอ้ย แอนติบอดีท่ีไดมี้คุณภาพสมํ่าเสมอ 

ขอ้เสีย คุณภาพแอนติบอดีท่ีไดแ้ต่ละคร้ัง

ไม่สมํ่าเสมอ 

เสียเวลาและแรงงาน 

ในการผลิตมาก 
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2.2 เอกสารและงานวจัิยทีเ่กีย่วข้อง 

การตรวจหาสารปฏิชีวนะในกลุ่มเตตราซยัคลินนิยมตรวจวเิคราะห์ในเชิงปริมาณโดยใชว้ิธีทางเคมี เช่น 

HPLC และ LC-MS-MS  ซ่ึงเป็นวิธีท่ีมีความไวและความแม่นยาํสูง เพื่อจะให้การตรวจมีประสิทธิภาพมาก

ข้ึน จึงมีการพฒันาวิธีการตรวจวิเคราะห์มากข้ึน โดยในปี 2003 Cherlet และ Baere ไดพ้ฒันาวิธีการตรวจ 

OTC และ 4-epiOTC ในเน้ือลูกววั โดยใชเ้ทคนิค HPLC positive electrospray ionization mass spectrometry  

เป็นตวัตรวจวดัสัญญาณ โดยใช้ solid phase extraction ในการทาํความสะอาด  polymeric reverse phase 

column เพื่อเตรียมตัวอย่างสําหรับวิเคราะห์ด้วยเทคนิค LC-MS-MS  โดยใช้เฟสเคล่ือนท่ี 2 ตวั และใช้

อุณหภูมิ 60ºC ในการวิเคราะห์ โดยวิธีน้ีไดท้าํการตรวจยนืยนั ค่าปริมาณสารตกคา้งท่ีมากท่ีสุดท่ียอมใหพ้บ

ได้ในผลิตภัณฑ์จากสัตว์ (MRLs) ท่ี EU กาํหนดในเน้ือสัตว์ (100 ppb) ตบั (400 ppb) และ ไต (600 ppb) 

พบวา่สามารถใหค่้าตํ่าสุดท่ีสามารถตรวจวดั  (LOD) OTC และ 4-epiOTC ได ้ท่ี 0.8-48.2  ppb ตามลาํดบั  

ต่อมาในปี 2008 Maia และ Rath ไดพ้ฒันาการใช ้HPLC โดยมี fluorescence detector เป็นตวัตรวจวดั

สัญญาณ ในการตรวจหาปริมาณ OTC ตกคา้งในมะเขือเทศ โดยการใช ้liquid – liquid extraction และ solid 

phase extraction ในการเตรียมตัวอย่างก่อนการตรวจวิ เคราะห์  ร่วมกับการใช้ Reverse phase high 

performance liquid chromatography (RP-HPLC) C18 column โดยใช้ตัวเคล่ือนท่ีซ่ึงมีส่วนประกอบของ 

MeOH : CaCl2  EDTA  และ C2H3NaO2 ในอัตราส่วน 70:30 (w/v) การตรวจวิเคราะห์พบว่าให้ค่าความ

เขม้ขน้ตํ่าสุดของการทดสอบเชิงปริมาณ (LOQ)  ท่ีระดบัตํ่ากว่า 250 ppb ซ่ึงเป็นค่า MRL สาํหรับ OTC ของ

ประเทศบราซิล  

ในปี 2005 Anderson และคณะ ได้ใช้เทคนิค LC-MS-MS ในการตรวจหาสารในกลุ่มเตตราซัยคลิน 

ตกคา้งในกุง้และนํ้ านม โดยใช ้คอลมัน์ป็น polar end capped C8 column ใชเ้ฟสเคล่ือนท่ีเป็น organic acid 

acetonitrile และ ตวัตรวจวดัสัญญาณ UV และ mass spectrometry โดยวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 370 nm ซ่ึง

สามารถตรวจวดัสารในกลุ่มเตตราซยัคลินในเชิงปริมาณในกุง้และนํ้ านม ไดใ้นระดบั 25-400 ng/g และ 50-

300 ng/g ตามลาํดบั  

สําหรับการตรวจวิเคราะห์ปริมาณสารปฏิชีวนะในกลุ่มเตตราซัยคลิน ตกค้างโดยใช้เทคนิคทาง

ภูมิคุม้กนัวิทยาไดเ้ร่ิมมีการตรวจวิเคราะห์ในปี 1981 โดย Faraj และคณะ ซ่ึงไดมี้การผลิตโพลีโคลนอล

แอนติบอดีต่อ TC เพื่อใช้ในการตรวจหา TC โดยใช้เทคนิค Radioimmuno assay  (RIA) ซ่ึงได้เช่ือม TC-

HCl กบั โปรตีนพาหะ BSA โดยใชป้ฏิกิริยา Mannich แลว้ฉีดกระตุน้ภูมิคุม้กนัในกระต่าย หลงัจากท่ีได ้  
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พอลีโคลนอลแอนติบอดีแลว้ นาํมาทาํปฏิกิริยากบัเตตราซัยคลินโดยใช ้[3H]TC เป็นตวัแข่งขนั พบว่าวิธี 

RIA สามารถให้ ค่า LOD และให้ ค่าความเข้มข้นของสารท่ีทําให้การย ับย ั้ งลดลง  50% (inhibition 

concentration; IC50) ท่ี 1 และ 7 นาโนกรัมตามลาํดบั ให้เปอร์เซ็นตก์ารเกิดปฏิกิริยาขา้มกบัสารภายในกลุ่ม 

เช่นคลอเตตราซยัคลินและออกซีเตตราซยัคลิน ท่ี 39 และ 10 % ตามลาํดบั และเม่ือนาํไปตรวจสอบเตตรา

ซยัคลินในพลาสมาและปัสสาวะของสุนขั พบวา่ให ้% recovery ในช่วง 90-95%  

หลงัจากนั้นในปี 2007  Navarro และ คณะ ไดต้รวจหาสารตกคา้งในกลุ่ม TC ในนํ้ าผึ้ง โดยพฒันาการ

สังเคราะห์ hapten และความไวของโพลีโคลนอลแอนติบอดีท่ีได ้สําหรับใชใ้นเทคนิค immunoassay การ

ผลิต hapten  มีพื้นฐานมาจากการสร้าง อนุพนัธ์ของ carboxamino และ diazo โดยท่ีโครงสร้างหลกัของสาร

ในกลุ่ม TCs และส่วนแขนของสารยงัคงอยู่ เพ่ือทาํให้มีหมู่ทาํปฏิกิริยาเหมาะสมต่อการเช่ือมกบัโปรตีน

พาหะ โดยปฏิกิริยา mannich  หลงัจากฉีดกระตุน้ภูมิคุม้กนัในกระต่าย โพลีโคลนอลแอนติบอดีท่ีไดจ้ะถูก

นาํมาทดสอบกบั TC และปรับปรุงปัจจยัท่ีใชใ้นเทคนิค ELISA เพื่อให้ไดโ้พลีโคลนอลแอนติบอดีท่ีให้ค่า 

IC50 ตํ่าท่ีสุด (PBS-T 10 mmol/L, pH 7.5, 0.01% Tween 20 และเวลาในการทาํปฏิกิริยา 45 นาที) ซ่ึงตรวจ

พบสารไดต้ ํ่าท่ีสุด 0.4 ppb  และมีการเกิดปฏิกิริยาขา้มกบั RTC OTC และ CTC 91, 30 และ 14% ตามลาํดบั 

ใหค่้า % recovery ในช่วง 79-108%  ในปีเดียวกนั  Zhang และ คณะ ไดพ้ฒันาวิธีตรวจหา TC ในนํ้ านม โดย

ไดท้าํการผลิต polyclonal antibody โดยใชอิ้มมูโนเจน 3 ชนิดซ่ึงมีวิธีการเช่ือมกบัโปรตีนพาหะท่ีแตกต่าง

กนั มาฉีดกระตุน้ในกระต่าย  หลงัจากท่ีไดโ้พลีโคลนอลแอนติบอดีมา ไดท้าํการทดสอบความสามารถทาํ

ปฏิกิริยากบั TC โดยใชว้ิธี homologous ELISA และ heterologous ELISA  ซ่ึงพบว่าการทาํปฏิกิริยาดว้ยวิธี 

heterologous ให้ผลการทดลองท่ีดีกว่า ซ่ึงสามารถให้ค่า IC50 ท่ี 3.92 ppb ให้ค่าเปอร์เซ็นต์การทาํปฏิกิริยา

ขา้มต่อสารในกลุ่ม เช่น CTC และ OTC ท่ี 112 และ <2 % ตามลาํดบั และให้ค่า % recovery ในช่วง 74-116 

% โดยมีค่า intra และ inter coefficient < 14.5 และ < 25.0 ตามลาํดบั  

นอกจากนั้น Jeon และ Kim (2008) ไดพ้ฒันาชุดตรวจสอบ TC เพ่ือตรวจหาสารตกคา้ง TC ในนํ้ านม

ดว้ยเทคนิค biotin-avidin mediated competitive ELISA  โดยใช้พอลีโคลนอลแอนติบอดีต่อ TC ท่ีไดจ้าก

แกะเป็นแอนติบอดีปฐมภูมิ  ใช ้anti-sheep IgG ท่ีไดจ้ากกระต่ายเป็นแอนติบอดีทุติยภูมิ และใช ้ horseradish 

peroxidase-conjugated avidin  เป็นตัวตรวจวดัพบว่าให้ค่า LOD และ LOQ ท่ีระดับ 0.048 และ 0.48 ppb 

ตามลาํดบั โดยไม่มีการเกิดปฏิกิริยาขา้มกบัสารในกลุ่ม TCs อยา่งมีนยัสาํคญั (CTC 13.7% และ OTC 10.0% 

ตามลาํดบั) และมี % recovery  ท่ี 90% 
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ปี 2008   Zhao และคณะ ไดท้าํการวิเคราะห์หา CTC ในเน้ือสัตวส์าํหรับบริโภค โดยใชโ้พลีโคลนอล

แอนติบอดีต่อ CTC จากกระต่าย ดว้ยเทคนิค ELISA พบว่าตรวจวดั OTC ไดใ้นช่วง 0.1-312.5 ppb และมีค่า 

IC50 เท่ากบั 15.0+6.0 ppb เม่ือเปรียบเทียบกบัวิธี HPLC และชุดตรวจสอบสําเร็จรูป พบว่าวิธีท่ีพฒันาข้ึนมี

ความไว รวดเร็ว ประหยดัและน่าเช่ือถือ สาํหรับการ screening CTC ในตวัอยา่งทดสอบ y  

ต่อมาในปี 2009 Le และคณะ การพฒันาการตรวจหา doxycycline โดยวิธี indirect ELISA ในตวัอย่าง

เน้ือและตบัไก่ โดยใชโ้พลีโคลนอลแอนติบอดี พบว่ามีค่า IC50 เท่ากบั 8.74 ppb และ LOD เท่ากบั 1.96 ppb 

เกิดปฏิกิริยาข้ามน้อยกับ OTC (10.71%) TC (4.10%) และ CTC (1.89%)  ให้ค่า % recovery ในสําหรับ

ตวัอยา่งตบัและเน้ือไก่ ในช่วง 80.19-89.41 % และ 83.98-94.74% ตามลาํดบั  และโดยมีค่า intra coefficient 

ในสําหรับตวัอย่างตบัและเน้ือไก่ ในช่วง 5.75 % และ 7.53% ตามลาํดบั มีค่า inter coefficient ในสําหรับ

ตวัอยา่งตบัและเน้ือไก่ ในช่วง 5.92 % และ 7.21% ตามลาํดบั นอกจากน้ี Le และคณะ ในปี 2011 ไดพ้ฒันา

วิธีตรวจหา CTC โดยวิธร ELISA และ Immunochromatograph พบวา่วิธี ELISA ใหค่้า IC50 เท่ากบั 0.66 ppb  

วิธี immunochromatography มีค่า LOD เท่ากบั 0.12 ppb 
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บทที ่3 

วธีิการดาํเนินการวจิัย 

3.1    เซลล์ทีใ่ช้ในงานวจัิย 

ตาราง 3.1  สตัวท์ดลองและเซลลท่ี์ใชใ้นงานวิจยั 

 
สตัว์ทดลองและเซลล์ แหลง่ท่ีมา 

หน ูMouse สายพนัธ์ BALB/c (inbred strain) เพศเมีย อาย ุ

8 สปัดาห์ 

สํ า นั ก สั ต ว์ ท ด ล อ ง แ ห่ ง ช า ติ , 

มหาวิทยาลยัมหิดล 

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

 

3 .2   เคร่ืองมือและอุปกรณ์ทีใ่ช้ในงานวจัิย 

ตาราง 3.2  เคร่ืองมือและอุปกรณ์ท่ีใชใ้นงานวิจยั 

 
วสัดแุละอปุกรณ์ แหลง่ท่ีมา 

กระบอกฉีดยาขนาด 1 และ 5 มิลลลิติร Nipro, Thailand 

กล้องจลุทรรศน์ชนิดหวักลบั Nikon, Japan 

ขวดแก้ว Boro, Germany 

ขวดเลีย้งเซลล์ขนาด 10 และ 250 มิลลลิติร Nunc, Denmark 

เข็มฉีดยาขนาด18G และ 21G Nipro, Thailand 

เคร่ืองป่ันเหว่ียง Hettich Zentrifugen, Germany 
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วสัดแุละอปุกรณ์ แหลง่ท่ีมา 

เคร่ืองผสมด้วยแรงหมนุ (vortex) Sientific Industries, Inc., USA 

เคร่ืองวดัการดดูกลืนแสง BIO-TEK Instrument, Inc., USA 

เคร่ืองวดัความเป็นกรด-ดา่ง Metter Toledo, USA 

เคร่ือง Microtiterplate reader Titertek multiskan, Finland 

จานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลมุ Nunc, Denmark 

จานเลีย้งเซลล์ Corning Incorporated, USA 

จานเลีย้งเซลล์ชนิด 96 หลุม, 48 หลุม และ 24 

หลมุ 
Corning Incorporated, USA 

ตู้บม่ท่ีมีคาร์บอนไดออกไซด์ Thermo Electron Corporation, USA 

ตู้ปลอดเชือ้ International Scientific Supply Co.,Ltd., 

Thailand 

ทิป (tip) ขนาด 0.01, 0.2 และ 1 มิลลลิติร  Axygen, USA 

ป๊ัมลม Iwaki, Japan 

ปิเปตแก้ว HBG, Germany 

ปิเปตอตัโนมตั ิ Gilson, France 

หม้อนึง่ฆา่เชือ้  Udono-RII Memmert, Japan 

หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลลิติร Axygen, USA 

หลอดป่ันเหว่ียงขนาด 15 และ 50 มิลลลิติร CLP, USA 
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วสัดแุละอปุกรณ์ แหลง่ท่ีมา 

หลอดสําหรับแช่แข็งเซลล์ (cryotube) Nunc, Denmark 

อา่งควบคมุอณุหภมูิ Memmert, Germany 

 

3.3  สารเคมีทีใ่ช้ในงานวจัิย 

ตารางท่ี 3.3  สารเคมีท่ีใชใ้นการวิจยั 

 
สารเคมี แหลง่ท่ีมา 

Aminopterine Sigma-Aldrich, USA 

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

Anti-Mouse IgG (Fab specific)-Peroxidase Sigma-Aldrich, USA 

Anti-Mouse IgG (whole molecule)-Peroxidase  Sigma-Aldrich, USA 

BCATM protein assay kit Pierce, USA 

Bovine serum albumin (BSA) Sigma-Aldrich, USA 

Chloramphenicol Sigma-Aldrich, USA 

Chlortetracycline hydrochloride (CTC) Fluka, China 

Citric acid Merck, Germany 

Clenbuterol Sigma-Aldrich, USA 

D-glucose Sigma-Aldrich, USA 

Diethyl ether Merck, Germany 
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สารเคมี แหลง่ท่ีมา 

Dimethyl sulfoxide (DMSO) Fluka, Switzerland 

di-Sodium hydrogenphosphate (Na2HPO4) Merck, Germany 

Doxycycline (DC) Sigma-Aldrich, USA 

Enrofloxacin Sigma-Aldrich, USA 

Fetal calf serum (FCS) Invitromax, USA 

Formaldehyde Sigma-Aldrich, USA 

Freund’s complete adjuvant (FCA) Sigma-Aldrich, USA 

Freund’s incomplete adjuvant (FIA) Sigma-Aldrich, USA 

Furazolidone Sigma-Aldrich, USA 

Gentamycin T.P. drug laboratories (1969) 

Co.,Ltd., Thailand 

Glycerol Sigma-Aldrich, USA 

Hydrochloric acid (HCl) Sigma-Aldrich, USA 

Hydrogen peroxide (H2O2) Fluka, Switzerland 

Hypoxanthine Sigma-Aldrich, USA 

Isotyping kit Sigma-Aldrich, USA 

L-glutamine Sigma-Aldrich, USA 

Methanol BDH, England 

2-(N-morpholino) ethanesulfonic acid (MES) Fluka, China 
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สารเคมี แหลง่ท่ีมา 

Norfloxacin Sigma-Aldrich, USA 

O-phenylenediamine (OPD) Abkem Iberia L.S., Spain 

Ovalbumin (OVA) Sigma-Aldrich, USA 

Oxytetracycline hydrochloride (OTC) Fluka, China 

Penicillin G Sigma-Aldrich, USA 

Polyethylene glycol (PEG, MW   Sigma-Aldrich, USA 

Pyruvic acid Sigma-Aldrich, USA 

Rolitetracycline (RTC) Sigma-Aldrich, USA 

RPMI 1640 medium Biochrom AG, Germany 

Salbotamol Sigma-Aldrich, USA 

Skim milk Anline, Thailamd 

Sodium bicarbonate (NaHCO3) Sigma-Aldrich, USA 

Sodium carbonate (Na2CO3) Merck, Germany 

Sodium chloride (NaCl) Merck, Germany 

Sodium dihydrogen phosphate (NaH2PO4) Carlo Erba, USA 

Sodium pyruvate Sigma-Aldrich, USA 

Streptomycin Sigma-Aldrich, USA 

Sulfuric acid (H2SO4) Merck, Germany 
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สารเคมี แหลง่ท่ีมา 

Tetracycline hydrochloride (TC) Sigma-Aldrich, USA 

Thimerosal Sigma-Aldrich, USA 

Thymidine Sigma-Aldrich, USA 

Tween 20 Riedel-de Haën, UK 

 

3.4  ขั้นตอนการดําเนินงานวจัิย 
3.4.1 การเตรียมแอนติเจนทีใ่ช้ในการฉีดกระตุ้นภูมิคุ้มกนั 

3.4.1.1 การเต รียม  OTC เช่ื อมกับ  BSA ห รือ  Ovallbumin (OVA) โดยใช้ปฏิ กิ ริย า 

Mannich  

  เตรียม BSA หรือ OVA เช่ือมกบั OTC โดยผสม BSA  หรือ OVA 10 มิลลิกรัม ในนํ้ ากลัน่ 

0.3 มิลลิลิตร เติม OTC 4 มิลลิกรัม ท่ีละลายใน 30% เอทานอล 0.2 มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กนัเติมสารละลาย

โซเดียม อะซิเตทบฟัเฟอร์ (3 M pH 5.5) 0.2 มิลลิลิตร และสารละลายฟอร์มลัดีไฮด ์7.5% (v/v) 0.2 มิลลิลิตร 

ตามลาํดบั กวนเบา ๆ ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นทาํไดอะไลซีส (dialysis) ในสารละลาย

โซเดียม ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ (PBS) pH  7.4 โดยเปล่ียนบฟัเฟอร์ 3 คร้ัง คร้ังละ 500 มิลลิลิตร เป็นเวลา 3 วนั 

หลงัจากทาํไดอะไลซีส ในบฟัเฟอร์ นาํสารละลายโปรตีนท่ีไดไ้ปหาปริมาณโปรตีนรวม โดยใช ้BCATM  ดงั

รายละเอียดขอ้ 3.4.1.2 (Faraj และคณะ, 1980) ขั้นตอนการเตรียม OTC-OVA แสดงในภาพท่ี 3.1 

 นาํแอนติเจนและโปรตีนพาหะไปวิเคราะห์มวลโมเลกุลดว้ยวิธี Matrix Assisted Laser Desorption/ 

Ionization Time-of Flight-Mass Spectrometry (MALDI-TOF-MS) และคาํนวณหาอตัราส่วนการเช่ือมติด 
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ภาพท่ี 3.1  แสดงการเช่ือมติดของ OTC กบั BSA โดยปฏิกิริยา Mannich 

                                         ท่ีมา : Faraj และคณะ, 1980 

  3.4.1.2 การวดัปริมาณโปรตีน 

ทาํการหาปริมาณโปรตีน ดว้ยวิธี bicinchoninic acid protein assay (BCA) โดยใช ้BCATM 

protein assay kit (บริษทั Pierce, USA) โดยทาํการเจือจางโปรตีนมาตรฐานใหมี้ความเขม้ขน้ 0, 0.1, 0.2, 0.4, 

0.6, 0.8 และ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรและเตรียมสารตวัอย่าง ด้วย PBS เพื่อนํามาทาํกราฟมาตรฐานของ

โปรตีน เตรียมสารละลายท่ีใชใ้นการเกิดปฏิกิริยา โดยผสมสารละลาย A โซเดียมไฮดรอก ความเขม้ขน้ 0.1 

โมลาร์ท่ีมีโซเดียมคาร์บอเนต โซเดียมไบคาร์บอเนต กรดไบคาร์บอนิค และโซเดียมทาเทรตอยู่ และ

สารละลาย B คูปลิกซลัเฟต เขม้ขน้ 4% ผสมสารละลายทั้ง 2 ชนิดเขา้ดว้ยกนั ในอตัราส่วน 50:1 (v/v) ปิเปต

สารละลายโปรตีนมาตรฐานและสารละลายตวัอยา่งท่ีเจือจางความเขม้ขน้ต่าง ๆ แลว้ ลงในจานทดสอบชนิด 

96 หลุม หลุมละ 25 ไมโครลิตร จากนั้นเติมสารละลาย A และ B ท่ีผสมเขา้กนัแลว้ หลุมละ 200 ไมโครลิตร 
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แลว้นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 นาที นาํไปวดัค่าการดูดกลืนแสง ท่ี 562 นาโนเมตร 

หลังจากนั้ นนําข้อมูลระหว่างค่าการดูดกลืนแสง และความเข้มข้นของโปรตีนตัวอย่างมาสร้างกราฟ

มาตรฐาน นาํค่าการดูดกลืนแสงของสารตวัอยา่งมาเทียบกบักราฟมาตรฐานเพื่อคาํนวณกลบัไปเป็นปริมาณ

โปรตีน 

3.4.1.3 การคาํนวณอตัราส่วนโมเลกลุของ OTC ทีเ่ช่ือมติดโดยวธีิ MALDI-TOF-MS  

ส่งตวัอยา่งวิเคราะห์ดว้ยวิธี (MALDI-TOF-MS) ท่ีหน่วยบริการชีวภาพ ศูนยพ์นัธุวิศวกรรม

และเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ (BIOTEC) เพื่อหามวลโมเลกุลของสารหลงัเช่ือมติดและโปรตีนพาหะ 

คาํนวณอตัราส่วนการเช่ือมติดของโมเลกลุ OTC ต่อโปรตีนพาหะ BSA และ OVA  โดยคาํนวณจาก 

 

อตัราส่วนการเช่ือมติด      =     มวลโมเลกลุหลงัการเช่ือมติด - มวลโมเลกลุก่อนเช่ือมติด 

                                                                              มวลโมเลกลุของ OTC 

3.4.2. การฉีดกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกนัของหนูด้วย OTC-BSA 

 กระตุน้ระบบภูมิคุม้กนัของหนูทดลองดว้ย OTC ท่ีเช่ือมติดกบั BSA โดยในการฉีดกระตุน้คร้ังแรก

จะผสมกบั Freund’s complete adjuvant (FCA) ในอตัราส่วน 1:1 (v/v) ฉีดเขา้ภายในช่องทอ้งหนูทดลองสาย

พนัธ์ุ BALB/c เพศเมีย อาย ุ8 สัปดาห์ 100 ไมโครกรัมต่อตวั และฉีดกระตุน้อีก  3 คร้ัง ทุก ๆ 2 สัปดาห์ โดย

ผสมกบั Freund’s incomplete adjuvant (FIA) ในอตัราส่วน 1:1 (v/v) หลงัการกระตุน้คร้ังท่ี 3 เป็นเวลา 7 วนั 

เก็บเลือดจากหางของหนูทดลอง เพื่อนาํไปทดสอบหาระดบัแอนติบอดี (titer) ดว้ยวิธี Indirect ELISA และ

ทดสอบว่าแอนติบอดีท่ีไดส้ามารถจบักบั OTC ในรูปอิสระ ไดห้รือไม่โดยวิธี Indirect competitive ELISA 

โดยใช ้OTC-OVA ท่ีเตรียมไดจ้ากวิธีเดียวกบัการเตรียม OTC-BSA ในขอ้ 3.4.1.1 แต่เปล่ียนโปรตีนพาหะ

จาก BSA เป็น OVA มาเคลือบบนจานชนิด 96 หลุมสาํหรับ ELISA เลือกหนูทดลองท่ีให้ระดบัแอนติบอดี

สูงสุดและสามารถจบักับ OTC อิสระได้ไปทาํการหลอมรวมเซลล์ ก่อนวนัหลอมรวมเซลล์ 3-4 วนั ฉีด

กระตุน้ดว้ย OTC-BSA ปริมาณ 100 ไมโครกรัมต่อตวั โดยไม่ผสม Freund’s adjuvant 
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3.4.3. การเตรียมและคดัเลือกเซลล์ไฮบริโดมาทีส่ร้างโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ OTC  

  3.4.3.1  การเตรียมเซลล์มัยอโิลมา 

  ก่อนทาํการหลอมรวมเซลลน์าํเซลลม์ยัอีโลมา NSI เล้ียงในอาหารเล้ียงเซลล ์RPMI 1640 ท่ี

มีซีรัมจากลูกววั (Fetal calf serum: FCS) ความเขม้ขน้ 10% (v/v) โดยทาํการเล้ียงเซลล์มยัอีโลมาให้อยู่ใน

ระยะท่ีมีอตัราการเจริญเติบโตสูงสุด (log phase) ในวนัหลอมรวมเซลลน์บัเซลลท่ี์มีชีวิตใหมี้จาํนวนมากกว่า 

107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร  และนําเซลล์มัยอีโลมามาป่ันล้างด้วยอาหาร  RPMI 1640 ท่ี มี เจนตามัยซิน 

(gentamycin) เขม้ขน้ 0.2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ดว้ยความเร็ว 1500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที นาํส่วนใส

ออกแลว้จึงเติมอาหารเล้ียงเซลลป์ริมาตร 5 มิลลิลิตรเพ่ือนาํไปหลอมรวมกบัเซลลม์า้มท่ีเตรียมไว ้

3.4.3.2 การเตรียมเซลล์ม้าม 

  เตรียมไดจ้ากการนาํหนูทดลองท่ีให้ค่าระดบัแอนติบอดีต่อ OTC ท่ีสูง (ขอ้ 3.4.2) ทาํการ

สลบหนูโดยใชไ้ดเอทิลอีเธอร์(diethylether) เจาะเลือดจากหัวใจ เพ่ือเก็บซีรัมไวใ้ชต่้อไป ทาํการเปิดช่อง

ทอ้งนาํมา้มออกมาโดยวิธีปลอดเช้ือ ใชก้รรไกรตดัมา้มให้เป็นช้ินเล็ก ๆ บนตะแกรงลวดตาถ่ี แลว้ใชด้า้ม

ของหลอดฉีดยาขนาด 10 มิลลิลิตร บดมา้มเบา ๆ ให้ละเอียด เม่ือไดเ้ซลลม์า้มแลว้นาํไปป่ันลา้งใน RPMI 

1640 ปริมาตร 40 มิลลิลิตรท่ีมีเจนตามยัซิน เขม้ขน้ 0.2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ดว้ยความเร็ว 1500 รอบต่อ

นาทีเป็นเวลา 5 นาที จากนั้นท้ิงส่วนใสแลว้จึงเติมอาหารเล้ียงเซลลป์ริมาตร 5 มิลลิลิตร เพ่ือเตรียมนาํไป

หลอมรวมกบัเซลลม์ยัอีโลมาท่ีเตรียมไว ้

  3.4.3.3 การหลอมรวมเซลล์ (Cell fusion) 

  นาํเซลลข์องมา้มหนูจากขอ้ 3.4.3.2 มารวมกบัเซลลม์ยัอีโลมาจากขอ้ 3.4.3.1 ในอตัราส่วน 

1:2 ผสมใหเ้ขา้กนัเบา ๆ ก่อนนาํไปป่ันเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 1500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที เทส่วนใสท้ิง 

เขยา่เบา ๆ ให้เซลลไ์ม่เกาะตวัเป็นกอ้น หลงัจากนั้น หยดโพลีเอทีลีนไกลคอล (Polyethylene glycol: PEG) 

ท่ีมีมวลโมเลกุล 3,000-3,700 ดาลตนั ความเขม้ขน้ 50% (v/v) ซ่ึงเป็นสารท่ีทาํให้เยื่อหุ้มเซลลบ์างลง จึงทาํ

ให้เกิดการหลอมรวมเซลล ์ลงไปพร้อมกบัหมุนหลอดทดลองและเคาะเบาๆ โดยควบคุมการหยด PEG 1 

มิลลิลิตร ใหห้มดภายใน 1 นาที หลงัจากนั้นเติมอาหารเล้ียงเซลล ์RPMI 1640 ท่ีมีเจนตามยัซินความเขม้ขน้ 

0.2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรลงไป หลงัจากนั้นดูดอาหารเล้ียงเซลล์ข้ึนและลงเพื่อเจือจาง PEG หลงัจากนั้น

นาํไปหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 1500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที เทส่วนใสออก นาํเซลลท่ี์ไดเ้ติมลงใน
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อาหารเล้ียงเซลล ์HAT ท่ีมี FCS ความเขม้ขน้ 20% (v/v) ปริมาณ 100 มิลลิลิตร   ปิเปตเซลลล์งในจานเล้ียง

เซลลช์นิด 96 หลุม หลุมละ 200 ไมโครลิตร นาํไปเล้ียงในตูบ่้มท่ีมีคาร์บอนไดออกไซดค์วามเขม้ขน้ 5% ท่ี

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เล้ียงเซลลเ์ป็นเวลา 10-14 วนั เม่ือเซลล์ไฮบริโดมาเจริญเติบโตประมาณ 25% 

ของพื้นท่ีหลุม นาํอาหารเล้ียงเซลลใ์นแต่ละหลุมไปทดสอบการสร้างแอนติบอดีต่อ OTC หรือไม่โดยวิธี 

Indirect ELISA 

3.4.3.4 คดัเลือกเซลล์ไฮบริโดมาทีมี่ความสามารถในการผลติแอนติบอดีต่อ OTC 

   3.4.3.4.1 การคดัเลือกเซลลโ์ดยวิธี Indirect ELISA  

   ทาํการเคลือบพื้นหลุมของจาน ELISA ชนิด 96 หลุม ดว้ย OTC-OVA (เตรียมได้

โดยวิธีเดียวกันกับการเตรียม OTC-BSA ตามวิธีในขอ้ 3.4.1.1) ความเขม้ขน้ 20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12-24 ชั่วโมง นํามาลา้งด้วย PBS ท่ีมี 

Tween 20 (PBS-T) เขม้ขน้ 0.05% (v/v) จาํนวน 3 คร้ัง เติมสารละลายนมพร่องมนัเนย (skim milk) เขม้ขน้ 

5% (v/v) ใน PBS หลุมละ 300 ไมโครลิตร แลว้นาํไปบ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ลา้งดว้ย 

PBS-T จาํนวน 3 คร้ัง เติมตวัอย่าง (เลือดหนูหรืออาหารเล้ียงเซลล์) หลุมละ 100 ไมโครลิตร นําไปบ่มท่ี

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง ลา้งดว้ย PBS-T จาํนวน 3 คร้ัง เติมแอนติบอดีทุติยภูมิ goat 

anti-mouse IgG ท่ี มีเอนไซม์ horseradish peroxidase (GAM-HRP) เช่ือมติดอยู่ ท่ีความเจือจาง 1:10,000 

หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ลา้งดว้ย PBS-T จาํนวน 3 คร้ัง 

เติมสารละลายสับเสตรตท่ีมีโอฟีนิลลีนไดเอมีน  (-phenylenediamine, OPD) และ ไฮโดรเจนเปอร์

ออกไซด์ (Hydrogen peroxide, H2O2) ละลายใน 0.15 โมลาร์ ฟอสเฟต ซิเตรต บฟัเฟอร์ (Phosphate citrate 

buffer)  pH 5.0 หลุมละ 150 ไมโครลิตร เป็นเวลา 10 นาที เติมกรดซลัฟิวริก (Sulfuric acid) ความเขม้ขน้ 1

โมลาร์ หลุมละ 100 ไมโครลิตร เพื่อหยดุปฏิกิริยา หลงัจากนั้น นาํไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 

492 นาโนเมตร 

3.4.3.4.2 คดัเลือกขั้นท่ี 2 โดยวิธี Indirect competitive ELISA 

เพื่อทดสอบหาแอนติบอดีท่ีสามารถจบักบั OTC ท่ีอยูใ่นรูปอิสระ โดยปิเปต 

สารละลาย OTC ความเขม้ขน้ 20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตรลงในจานหลุม ELISA ท่ี

เคลือบดว้ย OTC-OVA ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ท่ีผ่านการเติมสารละลายนมพร่องมนัเนยและลา้งด้วย 



32 
 

PBS-T แลว้ จากนั้นปิเปตอาหารเล้ียงเซลล ์หรือซีรัมหนู จากหลุมท่ีใหผ้ลบวกในการคดัเลือกในขั้นตอนแรก 

(ขอ้ 3.4.3.4.1) ลงไปผสมกับสารละลาย OTC นําไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง 

จากนั้นทาํตามขั้นตอนเดียวกบัวิธี Indirect ELISA ถา้หลุมท่ีเติม OTC ในรูปอิสระให้การดูดกลืนแสงท่ีตํ่า

กวา่ หลุมท่ีไม่มีการเติม OTC นัน่จะแสดงใหเ้ห็นวา่ อาหารเล้ียงเซลลท่ี์มาจากหลุมดงักล่าวมีแอนติบอดีท่ีได้

สามารถจบักบัสาร OTC ในรูปอิสระได ้นําเซลล์ไฮบริโดมาในหลุมนั้นมาแยกให้ไดโ้คลนเด่ียว โดยวิธี 

limiting dilution 

3.4.3.5 การแยกเซลล์ไฮบริโดมาให้ได้เซลล์เดี่ยวโดยวธีิ limiting dilution  

เพื่อยืนยนัว่าเซลลไ์ฮบริโดมามาจากตน้กาํเนิด เซลลเ์พียงเซลลเ์ดียว นาํเซลลไ์ฮบริโดมาท่ี

สามารถผลิตแอนติบอดีต่อ OTC ในรูปอิสระจาการคดัเลือกขั้นท่ี 2 มาทาํใหเ้ป็นโคโลนีเด่ียวโดยการเจือจาง

เซลลใ์ห้ได ้1 เซลลต่์อหลุม เม่ือเซลลเ์จริญเติบโตเป็นโคโลนีเด่ียวในหลุมประมาณ 25% ของพื้นท่ีกน้หลุม 

นําอาหารเล้ียงเซลล์ มาตรวจหาว่าเซลล์ยงัคงมีแอนติบอดีต่อ OTC หรือไม่ ถ้าเซลล์ยงัคงมีการสร้าง

แอนติบอดีต่อ OTC จึงทาํการขยายเซลลเ์พ่ิมจาํนวน แลว้นาํไปแช่แข็งในไนโตรเจนเหลวและเก็บอาหาร

เล้ียงเซลลไ์วใ้ชท้ดสอบต่อไป 

3.4.3.6 การเกบ็เซลล์ไฮบริโดมาในไนโตรเจนเหลว 

โดยนาํเซลลไ์ฮบริมาท่ีตอ้งการเก็บมาเล้ียงต่อในอาหาร RPMI 1640 ท่ีมี FCS ความเขม้ขน้ 

10%(v/v) ใหอ้ยูใ่นช่วงท่ีมีการเจริญเติบโตสูงท่ีสุด (log phase) มาป่ันเหวี่ยงใหเ้ซลลต์กตะกอนดว้ยความเร็ว 

1500 รอบต่อนาที จากนั้นดูดอาหารเล้ียงเซลล์ท่ีอยู่ดา้นบนท้ิง และเติมนํ้ ายาเก็บเซลล์แช่แข็งท่ีมีไดเมทิล

ซลัฟอกไซด ์(Dimethyl sulfoxide, DMSO) ความเขม้ขน้ 10% (v/v) ขณะเยน็ลงไปปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใชพ้

ลาสเจอร์ปิเปตดูดข้ึนลงเบา ๆ จนเซลลเ์ขา้กนัดีกบันํ้ ายาเกบ็เซลลแ์ช่แขง็ ก่อนถ่ายเซลลล์งในหลอดเก็บเซลล์

ขนาด 2 มิลลิลิตร และนําไปแช่ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสขา้มคืน หลงัจากนั้ นจึงยา้ยลงไปไวใ้นถงั

ไนโตรเจนเหลวท่ีมีอุณหภูมิประมาณ -196 องศาเซลเซียส 

3.4.3.7 การนําเซลล์ไฮบริโดมาทีเ่กบ็ในไนโตรเจนเหลวกลบัมาเลีย้ง 

นาํหลอดท่ีเก็บเซลล์ไฮบริโดมาออกมาจาการเก็บในไนโตรเจนเหลวมาแช่ท่ีอุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส ทนัทีเม่ือนํ้ายาเกบ็เซลลแ์ช่แขง็ในหลอดละลายหมดแลว้ ใหถ่้ายเซลลล์งหลอดท่ีมีอาหารเล้ียง
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เซลล์ RPMI 1640 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร นาํไปป่ันท่ีความเร็ว 1500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ก่อนนํา

เซลลไ์ปเล้ียงต่อในอาหารเล้ียงเซลล ์RPMI 1640 ท่ีมี FCS ความเขม้ขน้ 20% (v/v) 

3.4.4 การศึกษาลกัษณะสมบัติเบ้ืองต้นของโมโนโคลนอลแอนติบอดีทีไ่ด้ 

3.4.4.1 การตรวจสอบไอโซไทป์ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยใช้ชุดตรวจสอบ 

                    สําเร็จรูป  

นําโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีได้มาทาํการตรวจสอบไอโซไทป์โดยใช้ชุดตรวจสอบ

สาํเร็จรูป Isotyping kit ของบริษทั Sigma-Aldrich โดยทาํการเตรียมแอนติบอดี ท่ีจาํเพาะกบัไอโซไทป์ชนิด

ต่าง ๆ คือ  IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3, IgA และ IgM จาก Isotyping kit มาเจือจางให้ไดค้วามเขม้ขน้ 1:1,000 

เท่าใน PBS เติม ลงในจาน ELISA ขนาด 96 หลุม หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเป็นเวลา 1 

ชั่วโมง นําจาน มาล้างด้วย PBS (pH 7.4) ท่ีมี 0.05% Tween 20 (PBS-T) จาํนวน 3 คร้ัง หลังจากนั้ นเติม

แอนติบอดีท่ีตอ้งการตรวจสอบไอโซไทป์ หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 1 ชัว่โมง หลงัจากนั้นลา้งดว้ย PBS-T จาํนวน 3 คร้ัง แลว้เติมแอนติบอดีทุติยภูมิท่ีจาํเพาะต่อ IgG ของ

หนูท่ีมีเอนไซม์ HRP  เช่ือมอยู่ (โดยท่ีแอนติบอดีทุติยภูมิมีความจาํเพาะกับส่วน Fab (HRP-Rabbit anti 

mouse IgG Fab specific) ของ IgG ของหนู ท่ีเจือจาง 1:2,000 ใน PBS  บ่มในท่ีมืด ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 

30 นาที หลงัจากนั้นลา้งออกดว้ย PBS-T จาํนวน 3 คร้ัง แลว้เติมสารละลายสับสเตรตท่ีประกอบดว้ย OPD 

และ H2O2 ละลายในฟอสเฟตซิเตรต บฟัเฟอร์ pH 5.0 ความเขม้ขน้ 0.15 โมลาร์ หลุมละ 150 ไมโครลิตร 

เป็นเวลา 10 นาที แลว้เติมกรดซลัฟิวริก เขม้ขน้ 1 M หลุมละ 100 ไมโครลิตร เพื่อหยดุปฏิกิริยา นาํไปวดัค่า

การดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 492 นาโนเมตร 

3.4.4.2 การทดสอบความไว (sensitivity) ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

  ความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจะรายงานเป็นค่าความเขม้ขน้ของสารท่ีทาํให้เกิด

การยบัย ั้งท่ี 50% (50% of inhibition concentration; IC50) ท่ีทําให้ค่าการดูดกลืนแสงเม่ือทดสอบด้วยวิธี 

Indirect competitive ELISA และค่าความเข้มข้นของสารท่ีน้อยท่ีสุดท่ีสามารถตรวจวัดได้ (limit of 

detection; LOD) ซ่ึงทาํไดโ้ดยการนาํแอนติบอดีท่ีตอ้งการทดสอบมาเจือจางให้ไดค้วามเขม้ขน้ท่ีเหมาะสม 

มาทาํการเติมลงไปผสมกบัสารท่ีตอ้งการทดสอบท่ีความเขม้ขน้ 0.001-100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซ่ึงจะ

เกิดการแย่งจบักันของสารท่ีตอ้งการทดสอบในรูปอิสระในสารละลาย และ สารท่ีเคลือบอยู่ท่ีก้นหลุม 
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หลงัจากวดัค่าการดูดกลืนแสงแลว้ นาํค่าการดูดกลืนแสงท่ีได ้มาเขียนกราฟโดยใชโ้ปรแกรม Graph pad 

Prism 4 โดยแกน Y เป็นค่า %B/B0 และ แกน X เป็นค่า ลอ็กกาลิทึมของความเขม้ขน้ของสารท่ีทดสอบและ

คาํนวณค่า LOD  

โดยคาํนวณจากค่าความเขม้ขน้ท่ี B0-3SD เม่ือ B และ B0 คือ ค่าการดูดกลืนแสงจาก ELISA ของ

หลุมท่ีมีการเติมแอนติเจนและไม่เติม แอนติเจน ตามลาํดบั และ SD คือ ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

3.4.4.3 การทดสอบความจําเพาะ (specificity) ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ OTC 
           ความจาํเพาะของแอนติบอดีจะรายงานในรูปของเปอร์เซ็นตก์ารทาํปฏิกิริยาขา้มของโมโน

โคลนอลแอนติบอดี โดยจะทดสอบการเกิดปฏิกิริยาขา้มของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีไดก้บัสารอ่ืนๆ ทั้ง

ในกลุ่ม และนอกกลุ่ม TCs โดยการทดสอบด้วยวิธี Indirect competitive ELISA  ซ่ึงได้จากการนําโมโน

โคลนอลแอนติบอดีทั้ง 3 มาเจือจางให้ไดค้วามเขม้ขน้ท่ีเหมาะสม และเติมลงไปผสมกบัสาร OTC และ ตวั

แข่งขนัท่ีตอ้งการทดสอบซ่ึงเป็นสารในกลุ่ม TCs จาํนวน 4 ชนิด คือ TC, CTC, DC และ RTC รวมถึงสาร

นอกกลุ่ม TCs จาํนวน 9 ชนิด คือ  Norfloxacin, Penicilin G, Avermectin, Streptomycin, Sulfaquinoxaline, 

AMOZ, Clenbuterol, Chloramphenicol, Metronidazole ตามลาํดบั ท่ีความเขม้ขน้ 0.001- 100 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร ซ่ึงจะเกิดการแย่งจบักันของสารท่ีตอ้งการทดสอบในรูปอิสระในสารละลาย และ สาร OTC - 

OVA ท่ีเคลือบอยูท่ี่กน้หลุม หลงัจากวดัค่าการดูดกลืนแสงแลว้ นาํค่าการดูดกลืนแสงท่ีได ้มาเขียนกราฟโดย

ใช้โปรแกรม Graph Pad Prism 4 โดยแกน Y เป็นค่า %B/B0 และ แกน X เป็นค่าล็อกกาลิทึมของความ

เขม้ขน้ของสารท่ีทดสอบ โดยค่าความเขม้ขน้ของสารท่ีทาํให้เกิดการยั้บย ั้งท่ี 50 % (50% of inhibition 

concentration; IC50) หาไดจ้ากการนาํค่าท่ี 50% B/B0 มาเทียบกบักราฟไดเ้ป็นค่าความเขม้ขน้ และนาํค่าการ

ดูดกลืนแสงท่ีไดม้าหาค่า IC50 ของสารแต่ละตวัท่ีใชเ้ป็นตวัแข่งขนั 

          IC50 ของ OTC           x 100   

                                 IC50 ของ ตวัแข่งขนัอ่ืน 

 

  

เปอร์เซน็ต์ปฏิกิริยาข้าม = 
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บทที ่4 

ผลการดาํเนินการวจิัยและอภปิราย 

4.1  ผลการเตรียมแอนติเจนเพ่ือใช้ในการฉีดกระตุ้นสัตว์ทดลอง 

ออกซีเตตราซัยคลิน (oxytetracycline, OTC) เป็นยาปฏิชีวนะท่ีมีโมเลกุลขนาดเล็กท่ีเรียกว่าแฮปเทน 

(hapten) ไม่เหมาะในการใชก้ระตุน้ภูมิคุม้กนัของสัตวท์ดลองให้สร้างแอนติบอดี ดงันั้นจึงตอ้งทาํการเช่ือม

ติด OTC เขา้กบัโปรตีนพาหะ ท่ีมีมวลโมเลกลุขนาดใหญ่ก่อนนาํไปฉีดกระตุน้ภูมิคุม้กนัในสตัวท์ดลอง 

จากการเตรียมแอนติเจนท่ีจะใช้ในการกระตุน้ภูมิคุม้กันหนูทดลอง โดยทาํการเช่ือมต่อ OTC กับ 

โปรตีนพาหะ BSA โดยใชป้ฏิกิริยา  Mannich ซ่ึงจะมีการเติมฟอร์มลัดีไฮด์ ทาํให้มีการควบแน่นระหว่าง

หมู่อะมิโนของ BSA กบัวงฟีนอลของ OTC  (Faraj และ คณะ, 1980)    นาํ OTC-BSA วดัปริมาณโปรตีน

โดยวิธี BCA เพื่อหาความเขม้ขน้ของโปรตีนท่ีทาํการเช่ือมติดท่ีความเจือจางต่างๆ  โดยเทียบกับกราฟ

มาตรฐานของโปรตีน BSA ท่ีความเขม้ขน้ 0, 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 และ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร วดัค่าการ

ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 562 นาโนเมตร พบว่า OTC-BSA ได้ความเขม้ข้นของโปรตีนเท่ากับ 3.4 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

จากการหาอตัราส่วนโมเลกุลของ OTC ท่ีเช่ือมติดกับโปรตีนพาหะBSA 1 โมเลกุล โดยการหามวล

โมเลกุลท่ีเปล่ียนไปของ BSA โดยเทคนิค MALDI-TOF-MS แสดงในภาพท่ี 4.2 จากโครมาโตรแกรมท่ีได้

พบว่า โปรตีนพาหะ BSA มีมวล 66,790.385 ดาลตัน และโปรตีนหลังการเช่ือมติด (OTC-BSA) มีมวล 

70,032.194 ดาลตนั มีมวลโมเลกุลมากข้ึน 3,241.809 ดาลตนั ซ่ึงเม่ือคิดเทียบกบัมวลโมเลกุลของ OTC-HCl 

(มวลโมเลกลุ 460 ดาลตนั) พบวา่มีอตัราส่วนท่ีเช่ือมติดกบั BSA 1 โมเลกลุ  1 เท่ากบั 7  โมเลกลุของ OTC   
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ภาพท่ี 4.1 โครมาโตรแกรมของมวลโมเลกลุของ OTC-BSA เม่ือเทียบกบั BSA โดยวิธี MALDI-TOF-MS 

4.2   การตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกนัของหนูในการสร้างแอนติบอดีต่อ OTC 

จากการกระตุน้ภูมิคุม้กนัหนูทดลองจาํนวนทั้งหมด 10 ตวั ดว้ยแอนติเจน OTC-BSA ท่ีเตรียมได ้โดย

กระตุน้ภูมิคุม้กนัจาํนวน 4 คร้ังก่อนเจาะเลือด หลงัจากการกระตุน้คร้ังท่ี 4 ประมาณ 1 สัปดาห์ เจาะเลือดนาํ

ซีรัมจากหนูทดลองทั้งหมด มาหาระดบัแอนติบอดี ดว้ยวิธี Indirect ELISA และทดสอบการสร้างแอนติบอดี

ต่อ OTC โดยวิธี Indirect competitive ELISA  โดยเลือกหนูทดลองท่ีให้ระดับแอนติบอดีสูงท่ีสุด และ

สามารถจบักบั OTC ในรูปอิสระได ้เพื่อใชใ้นการหลอมรวมเซลลเ์พื่อผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อไป 

4.2.1  ระดับแอนติบอดี (antibody titer) ของหนูทดลองทีไ่ด้รับการฉีดกระตุ้น 

จากการหาระดับแอนติบอดีโดยวิธี Indirect ELISA ได้ผลดังภาพท่ี 4.2 โดยเลือกระดับ

แอนติบอดีท่ีความเจือจาง ท่ีให้ค่าการดูดกลืนแสงท่ีประมาณ  0.1 พบว่าหนูทั้ ง 10 ตัว สามารถผลิต

แอนติบอดีต่อ OTC-BSA ได ้พบว่าหนูทั้ง 10 ตวัให้ระดบัแอนติบอดีอยูในช่วง 1:16,000 – 1:128,000 โดย

หนูท่ีใหร้ะดบัแอนติบอดีตํ่าท่ีสุด คือ หนูตวัท่ี 8 ใหร้ะดบัแอนติบอดี 1:16,000 ส่วนหนูท่ีใหร้ะดบัแอนติบอดี

สูงท่ีสุด คือ หนูตวัท่ี  3 และ 7 โดยใหร้ะดบัแอนติบอดี 1:128,000 ดงัตารางท่ี 4.1 

OTC-BSA 70,032.194 BSA 66,790.385 
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 จากภาพท่ี 4.2 จะพบว่าลกัษณะของกราฟของหนูตวัท่ี 1-4 ท่ีใช ้OTC-OVA เคลือบท่ีกน้หลุมมี

ค่าการดูดกลืนแสงจะแปรผกผนักบัค่าความเจือจางของซีรัม ซ่ึงเม่ือเทียบกบักราฟของหนูตวัท่ี 1 ท่ีใช ้OVA 

เคลือบท่ีกน้หลุม จะพบว่ามีค่าการดูดกลืนแสงตํ่าเท่ากนัตลอดทุกความเจือจาง นั่นแสดงให้เห็นว่า ซีรัมมี

การสร้างแอนติบอดีต่อ OTC-OVA แต่ไม่จบักบัโปรตีนพาหะ OVA ซ่ึงหนูตวัอ่ืน ๆ ก็ให้ผลการทดลองใน

ทาํนองเดียวกนั 

ตารางท่ี 4.1 ระดับแอนติบอดีของหนูทดลองท่ีได้รับการกระตุน้ด้วย OTC-BSA จาํนวน 10 ตวั ด้วยวิธี 

Indirect ELISA  

หนูตวัท่ี ระดบัแอนติบอดี 

1                   1:64,000 

2                   1:64,000 

3                   1:128,000 

4                   1:32,000 

5                   1:128,000 

6                   1:64,000 

7                   1:128,000 

8                   1:16,000 

9                   1:32,000 

10                   1:64,000 
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        ภาพท่ี 4.2 ตวัอย่างระดับแอนติบอดีจากซีรัมของหนูทดลองท่ีได้รับการฉีดกระตุน้ด้วย OTC-BSA 

จาํนวน 4 ตวั จาก 10 ตวั ดว้ยวิธี Indirect ELISA โดยใชแ้อนติเจน OTC-OVA ความเขม้ขน้ 20 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตรเคลือบท่ีกน้หลุม เทียบกบั ซีรัมของหนูตวัท่ี 1 ท่ีใชแ้อนติเจน OVA ความเขม้ขน้ 20 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร เคลือบท่ีกน้หลุม โดยใชซี้รัมของหนูทดลองเจือจาง 1:1,000 ถึง 1:1,024,000 

 4.2.2  ความสามารถในการจับของแอนติบอดีต่อ OTC ในรูปอสิระ 

จากการทดสอบความสามารถในการจบัของแอนติบอดีในซีรัมกบั OTC ในรูปอิสระ โดยวิธี 

Indirect competitive ELISA พบว่าซีรัมจากหนูทั้ง 10 ตวัสามารถทาํให้ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 

492 นาโนเมตรในหลุมท่ีมี OTC ลดลงเม่ือเทียบกบัค่าการดูดกลืนแสงในหลุมท่ีไม่มี OTC นัน่แสดงใหเ้ห็น

ว่าซีรัมจากหนูทั้ง 10 ตวัสามารถจบักบั OTC ในรูปอิสระได ้โดยมีเปอร์เซ็นตก์ารทาํปฏิกิริยากบั OTC  ใน

รูปอิสระอยูใ่นช่วง 19-52 % ดงัแสดงในตารางท่ี 4.2 
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ตารางท่ี  4.2  การทดสอบความสามารถในการจับกับ  OTC ในรูปอิสระ  จากซีรัมของหนูทดลองท่ี                     

ไดรั้บการฉีดกระตุน้ดว้ย OTC-BSA โดยวิธี Indirect competitive ELISA 

หนูตวั

ท่ี 

ระดบัความ

เจือจางใน

ซีรัม 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตร 

ไม่มี 

OTC 

OTC 

(50 μg/ml) 

% A492 ท่ีลดลง 

เม่ือเติม OTC 

1 1:2,000 1.004 0.722 28.09 

2 1:2,000 1.318 0.678 48.56 

3 1:2,000 1.530 0.989 35.36 

4 1:1,000 0.749 0.422 43.66 

5 1:2,000 0.454 0.366 19.38 

6 1:2,000 1.043 0.578 44.58 

7 1:4,000 0.724 0.308 57.46 

8 1:4,000 0.538 0.268 50.19 

9 1:4,000 0.890 0.508 42.92 

10 1:4,000 0.578 0.278 51.90 

 

4.3  ผลการหลอมรวมเซลล์และคดัเลือกเซลล์ไฮบริโดมาทีส่ร้างโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ OTC  

ทาํการหลอมรวมเซลลร์ะหว่างเซลลม์า้มของหนูท่ีไดรั้บการฉีดกระตุน้ดว้ย OTC-BSA กบัเซลลม์ยัอี

โลมา (NSI) จากหนูทั้งหมด 10 ตวั หลงัจากทาํการหลอมรวมเซลล์เป็นระยะเวลาประมาณ 2  สัปดาห์ ดู

เซลลไ์ฮบริโดมาดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์หวักลบัพบว่าเซลลไ์ฮบริโดมา เร่ิมมีการเจริญเติบโตภายในอาหารเล้ียง

เซลล ์HAT  โดยจะเห็นเซลลข์นาดเล็ก ลกัษณะกลมใสเร่ิมมีการเกาะกลุ่มกนัเป็นโคโลนีภายในหลุม 
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หลงัจากท่ีมีการเจริญเติบโตของไฮบริโดมาเซลลป์ระมาณ 1 ใน 4 ของหลุม นาํอาหารเล้ียงเซลลใ์นหลุมท่ีมี

โคโลนีของเซลล์ไฮบริโดมาเจริญข้ึน มาคดัเลือกเซลล์ไฮบริโดมาท่ีสามารถผลิตแอนติบอดีได้ โดยวิธี 

Indirect ELISA หลงัจากนั้นนํานํ้ าเล้ียงเซลล์ในหลุมท่ีให้ผลบวก (ให้ค่าการดูดกลืนแสงของอาหารเล้ียง

เซลล์ท่ี 492 nm มากกว่า หรือเท่ากบั 0.7) มาทาํการทดสอบต่อไปเพื่อดูว่าเซลล์ไฮบริโดมาสามารถผลิต

แอนติบอดีท่ีต่อ OTC ในรูปอิสระไดห้รือไม่ โดยใชว้ิธี Indirect competitive ELISA  ใหผ้ลดงัตารางท่ี 4.3 

ผลของการหลอมรวมเซลล์ทั้ง 10 คร้ัง ทาํให้ไดเ้ซลล์ไฮบริโดมาท่ีสามารถผลิตแอนติบอดีต่อ OTC 

อิสระทั้งหมด 3 หลุม นาํทั้ง 3 หลุมมาทาํการแยกเซลลเ์ด่ียวโดยวิธี limiting dilution เพื่อยนืยนัวา่เซลลไ์ฮบริ

โดมาท่ีได ้มาจากเซลล์เร่ิมตน้เพียงเซลล์เดียวและยงัคงสร้างแอนติบอดีต่อ OTC ในรูปอิสระ โดยตั้งช่ือ

โคลนท่ีได ้คือ 2-4F, 7-3G และ 11-11A               หลงัจากนั้นเพิ่มจาํนวนเซลลใ์นขวดเล้ียงเซลลข์นาดใหญ่ 

แล้วนําเซลล์ไปเก็บรักษาโดยแช่แข็งในไนโตรเจนเหลวและเก็บอาหารเล้ียงเซลล์ท่ีมีโมโนโคลนอล

แอนติบอดีอยูไ่วเ้พื่อศึกษาลกัษณสมบติั ต่อไป  

อย่างไรก็ตามจากผลการหลอมรวมเซลล์ทั้ ง 10 คร้ัง จะพบว่าจากจาํนวนหลุมตั้งตน้ 1152 หลุม จะ

พบวา่มีเซลลไ์ฮบริโดมาเจริญได ้ตั้งแต่ 41.66-100% แสดงใหเ้ห็นว่า การหลอมรวมเซลลมี์ประสิทธิภาพ แต่

เซลลไ์ฮบริโดมาท่ีมีการสร้างแอนติบอดีต่อ OTC ในรูปอิสระมีจาํนวนน้อย ทั้งน้ีเน่ืองจากในระหว่างการ

คดัเลือกเพื่อให้ไดเ้ซลลไ์ฮบริโดมาท่ีสร้างโมโนโคลนอลแอนติบอดี ต่อ OTC ในรูปอิสระ เซลลไ์ฮบริโดมา

ท่ีไดส่้วนใหญ่เม่ือมีการแบ่งตวัเพิ่มจาํนวนข้ึนเร่ือย ๆ จะสูญเสียความสามารถในการผลิตแอนติบอดีไป ซ่ึง

จะเห็นไดจ้ากเม่ือนาํอาหารเล้ียงเซลลม์าทดสอบอีกคร้ังโดยวิธี Indirect ELISA แลว้ให้ผลการทดลองเป็น

ลบ ทาํใหไ้ดเ้ซลลไ์ฮบริโดมาท่ียงัคงผลิตแอนติบอดีต่อ OTC ในรูปอิสระเพียงแค่ 3 โคลน 
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ตารางท่ี 4.3 ผลการหลอมรวมเซลลข์องหนูทั้ง 10 คร้ัง ท่ีกระตุน้ภูมิคุม้กนัโดยใช ้OTC-BSA 

คร้ังท่ี 

ระดบั จาํนวน จาํนวนหลุมท่ี จาํนวนหลุม จาํนวนหลุม รหสั 

แอนติบอดี หลุม เซลลไ์ฮบริโดมา ท่ีผลิต ท่ีแอนติบอดี โคลน 

 ตั้งตน้ เจริญ แอนติบอดี จบักบั OTC ท่ีได ้

1 1:64,000 1152 768 18 0 - 

2 1:64,000 1152 1152 72 0 - 

3 1:128,000 1152 768 8 0 - 

4 1:32,000 1152 1152 82 1 7-3G 

5 1:128,000 1152 716 5 0 - 

6 1:64,000 1152 784 4 0 - 

7 1:128,000 1152 960 9 0 - 

8 1:16,000 1152 480 2 0 - 

9 1:32,000 1152 960 7 1 2-4F 

10 1:64,000 1152 960 15 1 11-11A 
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4.4   ผลการศึกษาลกัษณะสมบัติเบ้ืองต้นของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

 4.4.1  ผลการตรวจสอบไอโซไทป์ของโมโนโคลนอลแอนติบอด ี

จากการทดสอบไอโซไทป์ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากทั้ง 3 โมโนโคลนอลแอนติบอดี 

โดยวิธี Indirect  ELISA  โดยใชแ้อนติบอดีมาตรฐาน IgG3 เป็นตวัควบคุม พบว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

2-4F และโคลน 11-11A มีไอโซไทป์ IgG1 ส่วนโมโนโคลนอลแอนติบอดี 7-3G มีไอโซไทป์ IgG2a ดัง

ตารางท่ี 4.4 

 ตารางท่ี 4.4  ผลการตรวจสอบไอโซไทป์ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยวิธี Indirect ELISA 

โมโนโคลนอลแอนติบอดี ไอโซไทป์ 

2-4F IgG1 

7-3G IgG2a 

11-11A IgG1 

 

 4.4.2  ผลการทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ OTC ในรูปอสิระ 

จากการหาค่าความเจือจางท่ีเหมาะสมของโมโนโคลนอลแอนติบอดี โดยวิธี Indirect ELISA 

โดยเลือกค่าการดูดกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตร ใกลเ้คียงกบั 1.00 พบว่าไดค้วามเจือจางของโมโนโคลนอล

แอนติบอดี 2-4F, 7-3G และ11-11A  ท่ีเหมาะสม คือ 1: 256 , 1:32 และ 1:128 ตามลาํดบั โดยใชแ้อนติเจน 

OTC-OVA 20 μg/ml ในการเคลือบกน้หลุมดงัตารางท่ี 4.5 
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ตารางท่ี 4.5 ความสัมพนัธ์ของความเจือจางของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 2-4F, 7-3G และ 11-11A กบัค่า

การดูดกลืนแสงในการทดสอบวิธี Indirect ELISA 

ความเจือจาง 
A492 

2-4F  7-3G  11-11A 

1:2 1.797  0.773  1.819 

1:4 1.707  1.018  1.809 

1:8 1.714  1.138  1.788 

1:16 1.727  1.202  1.937 

1:32 1.721  1.026  1.817 

1:64 1.636  0.854  1.658 

1:128 1.477  0.577  1.238 

1:256 1.267  0.450  0.879 

 

ทาํการหาค่า IC50 และ LOD โดยใชค้วามเจือจางท่ีเหมาะสมของแต่ละโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

โดยวิธี Indirect competitive ELISA โดยใช ้OTC ในรูปอิสระเป็นตวัแข่งขนัท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ โดยเร่ิม

จากความเขม้ขน้ 0.001 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จนถึง 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 

492 นาโนเมตร หลงัจากนั้นนาํมาคาํนวณผลโดยใชโ้ปรแกรม Graph pad prism 4 ไดผ้ลดงัภาพท่ี 4.3, 4.4 

และ 4.5 พบว่าทั้ ง 3 โมโนโคลนอลแอนติบอดี  คือ  2-4F, 7-3G และ 11-11A ให้ค่า IC50 เฉล่ีย + ส่วน

เบ่ียงเบนมาตรฐานเท่ากับ  0.19 + 0.04, 0.56 + 0.10 และ  2.66 + 1.16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  (ppm) 

ตามลาํดบั และใหค่้า LOD เฉล่ีย + ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานเท่ากบั 0.08 + 0.03, 0.20 + 0.18 และ 0.96 + 1.21 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (ppm) 
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ซ่ึงจะเห็นว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีได้ มีความไวต่อ OTC ต่างกัน  โดยโมโนโคลนอล

แอนติบอดีท่ีมีความไวมากท่ีสุด คือ โมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลน 2-4F รองลงมาคือ 7-3G และ 11-

11A ตามลาํดบั ดงัตารางท่ี 4.6 และภาพท่ี 4.6  

ต าราง ท่ี  4.6 IC50 และ  LOD ขอ งโมโน โคลน อลแอน ติบ อ ดี  2-4F, 7-3G และ  11-11A จ ากก าร                    

วิเคราะห์ดว้ยวิธี  Indirect  competitive ELISA 

Clone Avg. IC50 + SD (μg/ml) Avg. LOD + SD (μg/ml) 

2-4F 0.19 + 0.04 0.08 + 0.03 

7-3G 0.56 + 0.10 0.20 + 0.18 

11-11A 2.66 + 1.16 0.96 + 1.21 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี  4.3  ความสัมพันธ์ระหว่างอัตราส่วนการดูดกลืนแสงและปริมาณ  OTC ในการแข่งขันเม่ือ                

ทดสอบด้วย Indirect competitive ELISA โดยใช้ OTC-OVA ความเข้มข้น  20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร

เคลือบท่ีกน้หลุมและโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลน 2-4F 
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0.19 + 0.04 IC50

0.08 + 0.04LOD g/ml
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%
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IC50 IC50     0.19 + 0.04 µg/ml 
LOD    0.08 + 0.04 µg/ml 
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ภาพท่ี  4.4 ความสัมพันธ์ระหว่างอัตราส่วนการดูดกลืนแสงและปริมาณ  OTC ในการแข่งขันเม่ือ                

ทดสอบด้วย Indirect competitive ELISA โดยใช้ OTC-OVA ความเข้มข้น  20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร

เคลือบท่ีกน้หลุมและโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลน 7-3G 

0.0001 0.001 0.01 0.1 1 10 100 1000
0

20

40

60

80

100 IC50 2.66 + 1.16 g/ml
LOD 0.96 + 1.21 g/ml

OTC Conc.(g/ml)

%
B/

B 0

 

ภาพท่ี  4.5  ความสัมพันธ์ระหว่างอัตราส่วนการดูดกลืนแสงและปริมาณ  OTC ในการแข่งขันเม่ือ                 

ทดสอบดว้ย Indirect competitive ELISA โดยใช ้OTC-OVA ความเขม้ขน้ 20ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรเคลือบ

ท่ีกน้หลุมและโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลน11-11A 
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ภาพท่ี 4.6  กราฟเปรียบเทียบความสัมพนัธ์ระหว่างอตัราส่วนการดูดกลืนแสงและปริมาณ OTC ในการ

แข่งขนัเม่ือทดสอบดว้ย Indirect competitive ELISA ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี  2-4F, 7-3G และ 11-

11A  

 4.4.3  ผลการทดสอบความจําเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ OTC   

ทดสอบความจาํเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยทดสอบปฏิกิริยาขา้มของโมโน

โคลนอลแอนติบอดีทั้ง 3 โคลนโดยวิธี Indirect competitive ELISA โดยใชต้วัแข่งขนัเป็นสารในกลุ่ม TCs 

คือ TC, CTC, RTC และ DC และสารนอกกลุ่ม TCs จาํนวน 9 ตวั นําค่าการดูดกลืนแสงคาํนวณโดยใช้

โปรแกรม graph pad prism 4 เพื่อหา IC50 ของแต่ละสาร ไดผ้ลดงัภาพท่ี 4.7 , 4.8 และ 4.9  และตารางท่ี 4.7 

ผลการเกิดปฏิกิริยาขา้มของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลน 2-4F พบว่าเกิดปฏิกิริยา 

ขา้มกบัสารในกลุ่มทั้ง 4 ชนิด โดยเรียงลาํดบัการเกิดปฏิกิริยาขา้มจากมากไปนอ้ยได ้คือ RTC, TC, DC และ 

CTC มีค่าเฉล่ียการเกิดปฏิกิริยาขา้มเท่ากบั 275, 54, 29 และ 27 % ตามลาํดบั  

ผลการเกิดปฏิกิริยาขา้มของโคลน 7-3G พบว่าเกิดปฏิกิริยาขา้มกบักบัสารในกลุ่ม 3 ชนิดคือ 

TC, DC และ  RTC โดยมีค่าเฉ ล่ียการเกิดปฏิกิ ริยาข้ามเท่ากับ  2, 41 และ  5% ตามลําดับ  ส่วน  CTC 

เกิดปฏิกิริยาขา้มนอ้ยกว่าหรือเท่ากบั 0.6% ส่วนโมโนโคลนอลแอนติบอดี 11-11A มีปฏิกิริยาขา้มเฉพาะกบั 

DC เพียงชนิดเดียวโดยมีเปอร์เซ็นตก์ารเกิดปฏิกิริยาขา้มเฉล่ียเท่ากบั 19% และเกิดปฏิกิริยาขา้มกบั TC, CTC 
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และ RTC นอ้ยกวา่หรือเท่ากบั 3% แต่โมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีไดจ้ากทั้ง 3 โคลน ไม่เกิดปฏิกิริยาขา้มกบั

สารนอกกลุ่มท่ีนาํมาทดสอบทุกชนิด 

จากการท่ีโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีไดท้ั้ง 3 โคลนไม่ทาํปฏิกิริยากบัสารนอกกลุ่ม TCs นัน่

คือแอนติบอดีท่ีได ้มีความจาํเพาะกบัสารภายในกลุ่ม TCs ค่อนขา้งสูงทั้งน้ีอาจมีสาเหตุจากมีโครงสร้างของ

โมแลกุลใกล้เคียงกัน  หากนํามาเปรียบเทียบกับงานวิจัยของ Navarro และ Morais (2007) พบว่าโพลี

โคลนอลแอนติบอดีท่ีไดจ้ากการกระตุน้สัตวท์ดลองดว้ย TC ให้ค่าการเกิดปฏิกิริยาขา้มต่อสารในกลุ่ม TCs 

ทุกตวัเช่นเดียวกนัโดยสารท่ีเกิดปฏิกิริยาขา้มมากท่ีสุด คือ RTC ท่ี 91% รองลงมาคือ OTC และ CTC ท่ี 30 

และ 14% ตามลาํดบั 
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ตารางท่ี  4.7  ค่า IC50 เฉล่ียและเปอร์เซ็นต์การเกิดปฏิกิริยาข้ามเฉล่ียของโมโนโคลนอลแอนติบอดี                   

2-4F, 7-3G และ 11-11A ต่อสารในกลุ่ม TCs และ สารนอกกลุ่มโดยวิธี Indirect competitive ELISA 

Compounds 

 

2-4F 7-3G 11-11A 

Avg. 

IC50 + SD 

(μg/ml) 

Avg. 

CR 

(%) 

Avg. 

IC50 +  SD 

(μg/ml) 

Avg. 

CR 

(%) 

Avg. 

IC50 + SD 

(μg/ml) 

Avg. 

CR 

(%) 

Oxytetracycline 0.19 + 0.04 100 0.56 + 0.10 100 2.66 + 1.16 100 

Tetracyclines       

TC 0.41 + 0.19 54 18.97 + 0.73 2 > 100 < 3 

CTC 0.71 + 0.19 29 >100 < 0.6 > 100 < 3 

DC 11.25 + 3.75 27 0.97 + 0.51 41 13.46 + 9.30 19 

RTC 0.07 + 0.02 275 7.61 + 1.67 5 > 100 < 3 

Other antibiotics       

Norfloxacin > 100 < 0.2 > 100 < 0.6 > 100 < 3 

Penicilin G > 100 < 0.2 > 100 < 0.6 > 100 < 3 

Avermectin > 100 < 0.2 > 100 < 0.6 > 100 < 3 

Streptomycin > 100 < 0.2 > 100 < 0.6 > 100 < 3 

Sulfaquinoxaline > 100 < 0.2 > 100 < 0.6 > 100 < 3 

AMOZ > 100 < 0.2 > 100 < 0.6 > 100 < 3 

Metronidazole > 100 < 0.2 > 100 < 0.6 > 100 < 3 

Chloramphenicol > 100 < 0.2 > 100 < 0.6 > 100 < 3 

Clenbuterol > 100 < 0.2 > 100 < 0.6 > 100 < 3 
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ภาพท่ี  4.7 ความสัมพันธ์ของค่าการดูดกลืนแสงกับความเข้มข้นของ OTC ในการทดสอบปฏิกิริยา               

ขา้มของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 2-4F โดยวิธี Indirect competitive ต่อสารในกลุ่ม TCs  

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี  4.8 ความสัมพันธ์ของค่าการดูดกลืนแสงกับความเข้มข้นของ OTC ในการทดสอบปฏิกิริยา               

ขา้มของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 7-3G โดยวิธี Indirect competitive ELISA  ต่อสารในกลุ่ม TCs  
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DC   0.97  + 0.25   0.44  + 0.01  g/ml 
RTC  7.61  + 1.67   0.48  + 0.06  g/ml 

           IC50                 LOD 

OTC 0.56  + 0.10   0.20  + 0.18  g/ml 

TC   18.97 + 0.73   8.04  + 2.45  g/ml 
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ภาพท่ี 4.9 ความสัมพนัธ์ของค่าการดูดกลืนแสงกบัความเขม้ขน้ของ OTC ในการทดสอบปฏิกิริยาขา้มของ

โมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 11-11A โดยวิธี Indirect  competitive ELISA  ต่อสารในกลุ่ม TCs  
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บทที ่5  

สรุปผลการวจิัยและข้อเสนอแนะ 

ในงานวิจยัน้ีไดท้าํการเตรียมแอนติเจนท่ีใชใ้นการฉีดกระตุน้ภูมิคุม้กนัหนูทดลอง โดยเช่ือม OTC 

เขา้กบัโปรตีนพาหะ BSA โดยปฏิกิริยา Mannich ไดเ้ป็น OTC-BSA จากการเปรียบเทียบมวล OTC-BSA  

ซ่ึง มีมวลโมเลกุล 70,032.194 กับโปรตีนพาหะ BSA ซ่ึงมีมวลโมเลกุล 66,790.385 พบว่ามีมวลโมเลกุล

เพิ่มข้ึน สามารถคาํนวณไดว้่าโปรตีน BSA แต่ละโมเลกุลจะมีการเช่ือมติดของ OTC 7 โมเลกุล จากนั้นทาํ

ฉีดกระตุน้หนูทั้ง 10 ตวั โดยแบ่งกลุ่มการฉีดกระตุน้กลุ่มละ 3-4 ตวั  OTC-BSA พบว่าซีรัมของหนูทดลองมี

ระดบัแอนติเจนในช่วง 1:16,000 – 1:128,000 และสามารถผลิตแอนติบอดีท่ีจบักบั OTC ในรูปอิสระไดทุ้ก

ตวั ทาํให้ค่าการดูดกลืนแสงในการทาํ Indirect competitive ELISA ลดลง โดยมีค่า % การจบัอยูใ่นช่วง 19 - 

52%  นาํหนูท่ีใหร้ะดบัแอนติบอดีท่ีสูง มาทาํการหลอมรวมเซลล ์หลงัจากการหลอมรวมเซลลม์า้มและเซลล์

มยัอีโลมา NSI โดยใช ้PEG เป็นสารช่วยในการหลอมรวมเซลล ์พบว่าสามารถคดัเลือกเซลลไ์ฮบริโดมาท่ี

สามารถผลิตแอนติบอดีต่อ OTC จาํนวน 3 โคลน คือ โคลน 2-4F, 7-3G และ 11-11A  ซ่ึงมาจากการหลอม

รวมเซลลใ์นคร้ังท่ี 4, 9 และ 10 ตามลาํดบั หลงัจากนั้นนาํมาขยายเพิ่มจาํนวนเซลล ์เพ่ือผลิตแอนติบอดี นาํ

โมโนโคลนอลแอนติบอดีมาศึกษาลกัษณะเบ้ืองตน้ ตรวจสอบไอโซไทป์ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้ง 

3 โคลน โดยวิธี Indirect ELISA พบว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีไดจ้ากโคลน 2-4F และ 11-11A มีไอโซ

ไทป์เป็น IgG1 ส่วนโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลน 7-3G มีไอโซไทป์เป็น IgG2aหลงัจากนั้นนํามา

ทดสอบความไวต่อ OTC ในรูปอิสระและการเกิดปฏิกิริยาขา้ม โดยใช้วิธี Indirect competitive ELISA 

พบวา่โมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีไดจ้ากโคลน 2-4F มีความไวต่อ OTC ในรูปอิสระมากท่ีสุด โดยใหค่้า IC50 

และ  LOD เฉล่ีย  + ส่วนเบ่ียงมาตรฐานเท่ากับ  0.19 + 0.04 และ  0.08 + 0.03 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร

ตามลาํดบั เกิดปฏิกิริยาขา้มกบัสารในกลุ่ม TCs จากมากไปน้อยดงัน้ีคือ RTC, TC, DC และ CTC โดยมีค่า

เปอร์เซ็นตก์ารทาํปฏิกิริยาขา้ม 275, 54, 29 และ 27%ตามลาํดบั ส่วนแอนติบอดีจากโคลน 7-3G มีความไว

รองลงมาโดยให้ค่า IC50 และ LOD เฉล่ีย + ส่วนเบ่ียงมาตรฐานเท่ากบัเท่ากบั 0.56 + 0.10  และ 0.20 + 0.18 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เกิดปฏิกิริยาขา้มกบัสารในกลุ่ม TCs 3 ชนิด โดยเรียงลาํดบัการเกิดปฏิกิริยาขา้มจาก

มากไปน้อย คือ DC, RTC และ TC โดยมีเปอร์เซ็นตก์ารทาํปฏิกิริยาขา้ม 41, 5 และ 2 % ตามลาํดบั ส่วนโม

โนโคลนอลแอนติบอดี 11-11A  มีความไวนอ้ยท่ีสุด โดยให้ค่า IC50 และ LOD เฉล่ีย + ส่วนเบ่ียงมาตรฐาน

เท่ากบั 2.66 + 1.16 และ 0.96 + 1.21 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรตามลาํดบั และเกิดปฏิกิริยาขา้มกบัสารในกลุ่ม 
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TCs เพียงชนิดเดียวคือ DC โดยมีเปอร์เซ็นต์การทาํปฏิกิริยาขา้ม 19% แต่อย่างไรก็ตามโมโนโคลนอล

แอนติบอดีจากทั้ง 3 โคลนไม่เกิดปฏิกิริยาขา้มกบัสารนอกกลุ่ม TCs  โดย%การเกิดปฏิกิริยาขา้มของโมโน

โคลนนอลสามารถบอกความชอบในการจบัของโมโนโคลนอลแอนติบอดีกบัสาร ซ่ึงหากมีค่า %การทาํ

ปฏิกิริยาขา้มท่ีสูงหมายถึงสามารถจบักบัสารชนิดนั้นไดดี้  ตวัอยา่งเช่น โมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลน 

2-4F สามารถจบักบัสารในกลุ่ม TCs ท่ีนาํมาทดสอบไดทุ้กชนิด โดยจบักบั RTC ไดดี้ท่ีสุด ซ่ึงดูไดจ้าก %

การเกิดปฏิกิริยาขา้มซ่ึงเท่ากบั 275% ซ่ึงมากกวา่ %การเกิดปฏิกิริยาขา้มของ OTC ท่ีเท่ากบั 100% 

จากการผลงานวิจยัน้ีพบว่าแอนติบอดีจากโคลน 2-4F เป็นโคลนท่ีมีความไวมากท่ีสุด ซ่ึงความไวท่ี

ไดส้ามารถตรวจวดัสาร OTC ในรูปอิสระไดต้ ํ่ากว่าค่าปริมาณยาตกคา้งสูงสุดท่ีกาํหนดให้มีได ้ท่ีประกาศ

โดยกระทรวงสาธารณสุข คือ 0.1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (ppm) ดังนั้ นจึงสามารถนําโมโนโคลนอล

แอนติบอดีท่ีไดจ้ากโคลน 2-4F มาใช้ในการพฒันาชุดตรวจสอบสารในกลุ่ม TCs ท่ีตกคา้งในผลิตภณัฑ์

อาหารโดยวิธีทางภูมิคุม้กนัวิทยาในอนาคตต่อไปได ้

ตารางท่ี 5.1  สรุปการศึกษาลกัษณะสมบติัของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 2-4F, 7-3G และ 11-11A 

ลกัษณะสมบติั โมโนโคลนอลแอนติบอดี 

  2-4F 7-3G 11-11A 

ไอโซไทป์ IgG1 IgG2a IgG1 

IC50 (μg/ml) 0.19 + 0.04 0.56 + 0.10 2.66 + 1.16 

LOD (μg/ml) 0.08 + 0.03 0.20 + 0.18 0.96 + 1.21 

เปอร์เซ็นตป์ฏิกิริยาขา้ม (%)    

OTC 100 100 100 

TC 54 2 < 3  

CTC 29 < 0.6 19 

DC 27 41 < 3  

RTC 275 5 < 3 
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ข้อเสนอแนะ  

โมโนโคลนอลแอนติบอดี 2-4F มีความไวมากท่ีสุด โดยใหค่้า LOD ตํ่ากวา่ค่า MRLs ท่ีกาํหนด 

ถึงแมว้า่เกิดปฏิกิริยาขา้มกบัยาในกลุ่มเตตราซยัคลินท่ีนาํมาทดสอบทั้ง 4 ชนิด ดงันั้นจึงเหมาะสมท่ีจะ

เลือกใชโ้มโนโคลนอลแอนติบอดี 2-4F มาใชพ้ฒันาชุดตรวจสอบออกซีเตตราซยัคลินต่อไป   
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ภาคผนวก 

การเตรียมสารละลาย 

1. การเตรียมสารละลายสาํหรับการเช่ือมติด OTC เขา้กบัโปรตีนพาหะ BSA 

1) 7.5% (v/v) formaldehyde 

  37% (v/v)   18.91   มิลลิลิตร 

  นํ้ากลัน่    81.09 มิลลิลิตร 

2) 3M Sodium acetate pH 5.5 

  Sodium acetate  246.1 กรัม 

  นํ้ากลัน่                1,000  มิลลิลิตร 

ปรับ pH ดว้ย HCl จนได ้pH 5.5 

2. การเตรียมสารละลายสาํหรับใชใ้นการทดสอบโดยเทคนิค ELISA 

1) 0.2 M Phosphate buffer, pH 7.4 

Na2HPO4   27.60 กรัม 

  NaH2PO4   71.63 กรัม 

 แต่ละสารละลายในนํ้ากลัน่ 1 ลิตร แลว้ปรับ pH ดว้ย NaH2PO4 จนได ้pH 7.4 

2) 0.01 M Phosphate Buffer Saline (PBS), pH 7.4 

  PB Stock   1  ลิตร 

  NaCl    175.2  กรัม 

  นํ้ากลัน่    18 ลิตร 
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3) 0.05% Tween 20 ใน PBS (PBS-T) 

  Tween 20    500  ไมโครลิตร 

  PBS    1 ลิตร  

4) 5% นมพร่องมนัเนย 

  นมพร่องมนัเนย   5  กรัม 

  PBS    100 มิลลิลิตร 

 ละลายนมพร่องมนัเนยใน PBS เตรียมใหม่ก่อนใช ้

5) 0.15 M Phosphate citrate buffer, pH 5.0 

  Na2PO4     9.5 กรัม 

  Citric acid    7.3  กรัม 

  ละลายในนํ้ากลัน่    1 ลิตร 

 ปรับ pH ดว้ย 3 N HCl ใหไ้ด ้pH 5.0 

6) Substrate solution OPD  

  -phenylenediamine   40 มิลลิกรัม 

  0.15 M Phosphate citrate buffer 100 มิลลิลิตร 

  30% H2O2    0.04 มิลลิลิตร 

 ผสมใหเ้ขา้กนัในขวดสีชา (เตรียมใหม่ทุกคร้ังก่อนใช)้ 

7) 1 M H2SO4 (Stopping reagent) 

  H2SO4 (96%)    98 มิลลิลิตร 

  นํ้ากลัน่     902 มิลลิลิตร 
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 ค่อย ๆ เทกรดลงในนํ้ากลัน่ ผสมใหเ้ขา้กนั (หลงัจากเทกรดลงไปในนํ้ากลัน่อาจเกิดความร้อน ควร

นาํขวดแช่ในนํ้าท่ีอุณหภูมิหอ้ง) 

3. การเตรียมอาหารเล้ียงเซลล ์

1) Stock 100X HAT  

 Hypoxanthine  0.1361 กรัม ละลายดว้ยนํ้ากลัน่ 20 มิลลิลิตร 

 Aminopterin  0.0018 กรัม ละลายดว้ยนํ้ากลัน่ 20 มิลลิลิตร 

 Thymidine  0.0388 กรัม ละลายดว้ยนํ้ากลัน่ 20 มิลลิลิตร 

 นาํสารละลายแต่ละสารมาผสมกนั แลว้เติมนํ้ากลัน่ลงไปใหค้รบ 100 มิลลิลิตร นาํไปกรองดว้ย 

Millipore ขนาด 0.22 ไมโครเมตร แบ่งใส่ขวด ขวดละ 10 มิลลิลิตร แลว้เกบ็ไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

หมายเหตุ Aminopterin อาจละลายไดย้ากท่ีอุณหภูมิหอ้ง ควรนาํไปอุ่นใน water bath ท่ีอุณหภูมิไม่เกิน 60 

องศาเซลเซียสจนกวา่จะละลาย 

2) 100X HT 

  Hypoxanthine 0.1361 กรัม ละลายดว้ยนํ้ากลัน่ 20 มิลลิลิตร 

  Thymidine 0.0388 กรัม ละลายดว้ยนํ้ากลัน่ 20 มิลลิลิตร 

 นาํสารละลายแต่ละสารมาผสมกนั แลว้เติมนํ้ากลัน่ลงไปใหค้รบ 100 มิลลิลิตร นาํไปกรองดว้ย 

Millipore ขนาด 0.22 ไมโครเมตร แบ่งใส่ขวด ขวดละ 10 มิลลิลิตร แลว้เกบ็ไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

3) อาหารเล้ียงเซลล ์RPMI 1640 

  RPMI 1640    10.4 กรัม 

  NaHCO3    2 กรัม 

  L-glutamine    0.1 กรัม 

  Glucose    2 กรัม 
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  Pyruvic acid    0.11 กรัม  

  นํ้ากลัน่     1 ลิตร 

 ละลายสารทุกอยา่งในนํ้ากลัน่ ผสมใหเ้ขา้กนั แลว้นาํไปกรองดว้ย Millipore ขนาด 0.22 

ไมโครเมตร แบ่งใส่ขวด ขวดละ 100 มิลลิลิตร แลว้เกบ็ไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

4) อาหารเล้ียงเซลล ์HT 

  อาหารเล้ียงเซลล ์RPMI 1640  1 ลิตร  

  HT 100X    10  มิลลิลิตร 

 ผสมใหเ้ขา้กนั แลว้นาํไปกรองดว้ย Millipore ขนาด 0.22 ไมโครเมตร แบ่งใส่ขวด ขวดละ 100 

มิลลิลิตร แลว้เกบ็ไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

5) อาหารเล้ียงเซลล ์HAT 

  อาหารเล้ียงเซลล ์RPMI 1640  1 ลิตร 

  HAT 100X    10  มิลลิลิตร 

 ผสมใหเ้ขา้กนั แลว้นาํไปกรองดว้ย Millipore ขนาด 0.22 ไมโครเมตร แบ่งใส่ขวด ขวดละ 100 

มิลลิลิตร แลว้เกบ็ไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

6) 50% PEG (Polyethylene glycol)  

  นาํ PEG 5 กรัมมาอุ่นใหล้ะลายท่ีอุณหภูมิประมาณ 60 องศาเซลเซียส เติมอาหารเล้ียงเซลล ์

RPMI 1640 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั แลว้แบ่งใส่หลอด หลอดละ ประมาณ 1 มิลลิลิตร นาํไปเกบ็

ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ก่อนหลอมรวมเซลล ์นาํหลอดมาอุ่นไวท่ี้อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

7) นํ้ายาเกบ็เซลลแ์ช่แขง็ (Freezing medium) 

  อาหารเล้ียงเซลล ์RPMI 1640   90 มิลลิลิตร 

  Dimethyl sulfoxide (DMSO)  10 มิลลิลิตร 
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 ผสมใหเ้ขา้กนั แลว้นาํไปแช่ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส (ใชง้านขณะเยน็ประมาณ 4 องศา

เซลเซียส) 
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    7.2  หวัหนา้โครงการวิจยั    

   สารยบัย ั้งจุลินทรียจ์ากเพรียงทราย  

   การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อเตตราไซคลิน เพื่อพฒันาชุดตรวจสอบดว้ยวิธี 

    เอนไซมลิ์งคอิ์มมูโนซอร์เบนทเ์อสเสย ์

   7.3  งานวิจยัท่ีทาํเสร็จแลว้ 

1. โครงการ       สารยบัย ั้งจุลินทรียจ์ากเพรียงทราย  

            แหล่งทุน     สาํนกังานคณะกรรมการวจิยัแห่งชาติ ปีงบประมาณ 2549-2550 

                สถานภาพในงานวจิยั    หวัหนา้โครงการ 

2. โครงการ       การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อเตตราไซคลิน เพื่อพฒันาชุด

ตรวจสอบ ดว้ยวิธี เอนไซมลิ์งคอิ์มมูโนซอร์เบนทเ์อสเสย ์

            แหล่งทุน     กองทุนรัชดาภิเษกสมโภช จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ปี 2553 

                สถานภาพในงานวิจยั    หวัหนา้โครงการ    

 3.โครงการ การพฒันาชุดตรวจสอบเตตราไซคลิน โดยวิธีเอนไซมลิ์งคอิ์มมูโนซอร์เบนท์

เอสเสย ์
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                6.  สาขาวิชาการท่ีมีความชาํนาญพิเศษ (แตกต่างจากวฒิุการศึกษา) ระบุสาขาวิชาการ 

- การเพาะเล้ียงเซลลม์ะเร็ง 
- การเตรียมโมโนโคลนอลแอนติบอดี (anti-hepatoma, anti- -fetoprotein (AFP), anti-

carcinoembryonic antigen (CEA)) 
                7.  ประสบการณ์ท่ีเก่ียวขอ้งกับการบริหารงานวิจยัทั้ งภายในและภายนอกประเทศ โดยระบุ

สถานภาพในการทาํการวิจยัว่าเป็นผูอ้าํนวยการแผนงานวิจยั หวัหนา้โครงการวิจยั หรือผู ้

ร่วมวิจยัในแต่ละขอ้เสนอการวิจยั  

7.1 ผูอ้าํนวยการแผนงานวิจยั: ช่ือแผนงานวิจยั 

- 

 7.2 หวัหนา้โครงการวิจยั: ช่ือโครงการวิจยั 
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ซอร์เบนทแ์อสเสย ์
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        2) Stewart, P., Boonsiri, P., Puthong, S., and Rojpibulstit P. (2013). Antioxidant 
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พ.ศ. 2541 

พ.ศ. 2545 

                6.  สาขาวิชาการท่ีมีความชาํนาญพิเศษ (แตกต่างจากวฒิุการศึกษา) ระบุสาขาวิชาการ 

- การเพาะเล้ียงเซลลม์ะเร็ง 
- การเตรียมโมโนโคลนอลแอนติบอดี  

                7.  ประสบการณ์ท่ีเก่ียวขอ้งกับการบริหารงานวิจยัทั้ งภายในและภายนอกประเทศ โดยระบุ

สถานภาพในการทาํการวิจยัว่าเป็นผูอ้าํนวยการแผนงานวิจยั หวัหนา้โครงการวิจยั หรือผู ้

ร่วมวิจยัในแต่ละขอ้เสนอการวิจยั  

7.1 ผูอ้าํนวยการแผนงานวิจยั: ช่ือแผนงานวิจยั 

- 

 7.2 หวัหนา้โครงการวิจยั: ช่ือโครงการวิจยั 

เร่ือง การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อเซมิคาร์บาไซด ์

 7.3 งานวิจยัท่ีทาํเสร็จแลว้: ช่ือผลงานวิจยั ปีท่ีพิมพ ์การเผยแพร่ และแหล่งทุน(อาจ

มากกว่า 1 เร่ือง) 

  7.3.1 ผลงานวิจยัตีพิมพใ์นวารสารนานาชาติ: 

1) Puthong, P., Rojpibulstit, P., and Buakeaw, A. (2009). Cytotoxic effect of 

Hep 88 mAb : A novel monoclonal antibody against hepatocellular carcinoma. 

Thammasat Int. J. Se. Tech. 14(1): 95-104.  
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  2) Somwong, P., Suttisri, R., and Buakeaw, A. (2011). A new 1,3-

diketofriedelane triterpene from Salacia verrucosa. Fitoterapia. 82 : 1047 -1051. 

3) Mungmee, C., Sithigool, S., Buakeaw, A., and Suttrisi, R. (2013). A new 

biphenyl and other constituents from the wood of Garcinia schomburgkiana. Natural 

Product Research : Formerly Natural Product Letters, 

DOI:10.1080/14786419.2013.796469. 

4) Somwong, P., Suttisri, R. and Buakeaw, A. (2013). New sesquiterpenes and 

phenolic compound from Ficus foveolata. Fitoterapia. 85 : 1 – 7. 

5) Wongtangprasert, T., Natakuathung, W., Pimpitak, U., Buakeaw, A., Palaga, 

T., Komolpis, K. and Khongchareonporn, N. (2014). Production of a monoclonal 

antibody against oxytetracycline and its application for oxytetracycline residue detection 

in shrimp. Journal of Zhejiang University-SCIENCE B (Biomedicine & Biotechnology). 

15(2) : 165 – 172. 

  7.3.2 ผลงานวิจยันาํเสนอในงานประชุมวิชาการนานาชาติ: 

   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. 

  7.3.3 ผลงานวิจยันาํเสนอในงานประชุมวิชาการระดบัชาติ: 

1) Khongarsa, K., Khongchareonporn, N., Komolpis, K., and Buakeaw, A. 

(2012). 1st ASEAN PLUS THREE GRADUATE RESEARCH CONGRESS. 1 – 2 March 2012 

Chaing Mai ,Thailand.  

   2) Tesvichian, S., Komolpis, K., Khongchareonporn, N., Puthong, S., Pimpitak, 

U., and Buakeaw, A. Development of Tetracycline Test Kit Using Enzyme-Linked  
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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. 
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6.  สาขาวิชาการท่ีมีความชาํนาญพิเศษ 

  เทคโนโลยชีีวภาพ (การเตรียมโมโนโคลนอลแอนติบอดี การวิเคราะห์ดว้ย ELISA และ

แถบทดสอบ) 

7. ประสบการณ์ท่ีเก่ียวขอ้งกบังานวิจยัทั้งภายในและภายนอกประเทศ 

   7.1 ผูอ้าํนวยการแผนงานวจิยั :  

โครงการ “การผลิตพอลิเมอร์ชีวภาพสาํหรับประยกุตใ์ชใ้นการตรวจสารตกคา้งใน

ผลิตภณัฑเ์พื่อการบริโภค” โครงการมหาวทิยาลยัวจิยัแห่งชาติ คลสัเตอร์วิจยัวสัดุ

ขั้นสูง (Project 954-3-1023 งบประมาณปี พ.ศ.2556-2557) 

          7.2 หวัหนา้โครงการวจิยั :  

 7.2.1 การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีสาํหรับตรวจวดัอะฟลาทอกซินเอม็1 ดว้ยวิธี

เอนไซมลิ์งกอิ์มมิวโนซอร์เบนทแ์อสเสย ์งบประมาณแผน่ดินปี พ.ศ. 2557-2558 

 7.2.2 การผลิตพอลิเมอร์ชีวภาพสาํหรับตรวจอะมิโนไฮแดนโทอินในเน้ือสตัว ์โครงการ

มหาวิทยาลยัวจิยัแห่งชาติ คลสัเตอร์วิจยัวสัดุขั้นสูง (Project 954-3-1023) สาํนกังานคณะกรรมการ

อุดมศึกษาแห่งชาติ งบประมาณปี พ.ศ.2556-2557 

 7.2.3 การพฒันาชุดตรวจสอบสาร 3-อะมิโน-2-ออกซาโซลิดิโนนและ 3-อะมิโน-5-มอร์ฟอ

ลิโนเมทิล-2-ออกซาโซลิดิโนนดว้ยวิธีเอนไซมลิ์งคอิ์มมิวโนซอร์เบนทแ์อสเสย ์สาํนกังานพฒันา

วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยแีห่งชาติ พฤศจิกายน 2550 – พฤษภาคม 2552  

 7.2.4 การพฒันาชุดตรวจสอบสารเคลนบูเทอรอล ซลับิวตามอล นอร์ฟลอกซาซินและเอน

โรฟลอกซาซินดว้ยวิธี Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) และ Immunochromatographic 

assay ภายใตแ้ผนงานวิจยัแบบบูรณาการทางดา้นยา และเคมีภณัฑ ์สาํนกังานคณะกรรมการวิจยัแห่งชาติ 

พ.ศ. 2548-2550 

 7.2.5 การสกดัและทาํใหบ้ริสุทธ์ิของเจลาตินจากเศษหนงัสตัวใ์หญ่ท่ียงัไม่ผา่นการฟอก

โดยใชเ้อนไซมอ์ลัคาไลน์โปรติเอส งบประมาณแผน่ดินปี พ.ศ. 2548-2549 
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7.2.6 การพฒันาชุดตรวจสอบคลอแรมเฟนิคอลดว้ยวิธี Enzyme-linked Immunosorbent 

Assay (ELISA) งบประมาณแผน่ดินปี พ.ศ. 2546 

 7.3 งานวิจยัท่ีทาํเสร็จแลว้ 
    7.3.1 ผลงานวิจยัท่ีพิมพเ์ผยแพร่ในวารสารวิชาการระดบันานาชาติ 

 Boonsombuti A, Komolpis K, Luengnaruemitchai A and Wongkasemjit S. 2014. 

Enhancement of ABE fermentation through regulation of ammonium acetate and D-

xylose uptake from acid-pretreated corncobs. Annals of Microbiology 64: 431-439   

  Chadseesuwan, U., Puthong, S., Gajanandana, O., Palaga, T. and Komolpis, K. 2013 
Development of an enzyme-linked immunosorbent assay for 1-aminohydantoin 
detection. Journal of AOAC International 96: 1-8 

  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 
 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 

 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 

  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 

 Komolpis K., Srivannavit, O. and Gulari E. 2002. Light-directed simultaneous 

synthesis of oligopeptides on microarray substrate using a photogenerated acid. 

Biotechnology Progress, 18:641-646. 
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 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. 

 Wu E., Komolpis K., Wang H.Y. 1999. Chemical extraction of indigo from 

Indigofera tinctoria while attaining biological integrity. Biotechnology Techniques, 

13:567-569. 

 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. 

   7.3.2 ผลงานวิจยัท่ีเสนอในการประชุมวิชาการระดบัชาติและนานาชาติ 

 Sathitsemakul J, Puthong S, Patarakul K, Palaga T and Komolpis K. Production and 

characterization of monoclonal antibodies against Leptospira interrogans Serovar 

Manilae. International Conference on Food and Applied Bioscience. February 6-7, 2014. 

Chiang Mai, Thailand. 

 Kaewsalabnil S, Leethochavalit S, Watanachote J, Komolpis K and 

Khongchareonporn N. Production and characterization of monoclonal antibodies 

against Perkinsus olseni in undulated surf clams Paphia undulata 

 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. 

 Chapanont Y, Komolpis K and Rengpipat S. Production of monoclonal antibodies 

against Salmonelle Typhimurium. The 23rd Annual Meeting of the Thai Soceity of 

Biotechnology. February 1-2, 2012. Bangkok, Thailand. 
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 Sangdokmai A, Pimpitak U, Buakeaw A, Palaga T and Komolpis K. Production and 

characterization of  monoclonal antibody against aflatoxin M1. 2011 International 

Conference on Environmental, Biomedical and Biotechnology (IPCBEE), Singapore 

 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. 

  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. 

  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. 

 Kanchanabanca C, Komolpis, K., 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. 

 Kongkavitoon, P., Khongchareonporn, N., 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 
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 Saneewong, S., Khongchareonporn, N., Komolpis, K. Development of norfloxacin 

test kit using enzyme-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 

 Kaewviset, S., Komolpis, K., Palaga, T. Development of progesterone test kit using 

enzyme-linked immunosorbent assay.  9th National Grad Research Conference. 14-15 

March 2008. Burapha University, Bangsaen Chonburi, Thailand. p: 185 

 Womgphanit P., Komolpis, K., Palaga, T. Development of enrofloxacin detecting 

test kit using enzyme-linked immunosorbent assay. The 12th Biological Science Graduate 

Congress. 17-19 December 2007. Institute of Biological Sciences, Faculty of Science, 

University of Malaya, Malaysia. P:196 

 7.4 งานวิจยัท่ีกาํลงัทาํ  

    การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีสาํหรับตรวจวดัอะฟลาทอกซินเอม็1 ดว้ยวิธี
เอนไซมลิ์งกอิ์มมิวโนซอร์เบนทแ์อสเสย ์งบประมาณแผน่ดินปี พ.ศ. 2557-2558 
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ช่ือ - นามสกลุ (ภาษาองักฤษ) Miss Umaporn Pimpitak 
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4.หน่วยงานและสถานท่ีอยูท่ี่ติดต่อไดส้ะดวก พร้อมหมายเลขโทรศพัท ์ โทรสาร และ

ไปรษณียอิ์เลก็ทรอนิกส์ (e-mail) 
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สถาบนัวิจยัเทคโนโลยชีีวภาพและวิศวกรรมพนัธุศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั

อาคารสถาบนั 3  ถนนพญาไท แขวงวงัใหม่ เขตปทุมวนั กรุงเทพฯ 10330  

  โทรศพัท ์02-2188076          โทรสาร 02-2533543 

  E-mail tikchula@gmail.com 

5.ประวติัการศึกษา 

มหาวทิยาลยั ปริญญา สาขาวชิา ปีทีไ่ด้รับ พ.ศ. 

จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 

มหาวิทยาลยัเทคโนโลยรีาชมงคล 

ปริญญาโท 

ปริญญาตรี 

เทคโนโลยชีีวภาพ 

เทคโนโลยชีีวภาพ 

2549 

2542 

 

6.สาขาวิชาการท่ีมีความชาํนาญพิเศษ (แตกต่างจากวฒิุการศึกษา) ระบุสาขาวิชาการ 

 การเตรียมโมโนโคลนอลแอนติบอดี การพฒันาชุดตรวจแบบ ELISA การพฒันาชุดตรวจโดยใช้

หลกัการ Immunochromatographic strip assay 

7.  ผลงานวิจยั 

 7.1 ผลงานวิจยัท่ีพิมพเ์ผยแพร่ในวารสารวิชาการระดบันานาชาติ 

 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 ผลงานวิจยัท่ีเสนอในการประชุมวิชาการระดบัชาติและนานาชาติ 

 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. 
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 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).  The3rd Technology and Innovation for Sustainable Development International 

Conference. (TISD2010). Faculty of Engineering, Khon Kaen University, Thailand, 4 – 6 March 2010. 

 7.3 โครงการวิจยัท่ีทาํเสร็จแลว้ 

  7.3.1 การพฒันาแถบทดสอบสาํหรับตรวจสารฟลูออโรคิวโนโลนในผลิตภณัฑอ์าหาร 

(แหล่งทุน–โครงการมหาวิทยาลยัวจิยัแห่งชาติคลสัเตอร์วิจยัวสัดุขั้นสูง(Project954-1023)สาํนกังาน

คณะกรรมการอุดมศึกษาแห่งชาติ) 

7.3.2 โครงการ “การพฒันาชุดตรวจวิเคราะห์โพรเจสเทอโรนในนํ้านมโคดว้ยวิธีเอนไซม์

ลิงคอิ์มมูโนซอร์เบนทแ์อสเสย”์ (แหล่งทุน – งบประมาณแผน่ดิน) 

 7.4 โครงการวิจยัท่ีดาํเนินการอยู ่

7.4.1 โครงการ การพฒันาแถบทดสอบสาํเร็จรูปสาํหรับตรวจติดตามระดบัฮอร์โมนโพ

รเจสเทอโรนในนํ้านมโค (แหล่งทุน – งบประมาณแผน่ดิน)   
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