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อนพุนัธช์โิอ?!ลสนิส ีอ่นพุ นัธไ์ดถ้กูลงัเคราะหข์ ึน้ เพ ือ่ตดิฉลากกบั เอน็ไชมเีปอรอ์อกชเิดสและเตรยีม 
อมิมโูนเจน อนพุนัธท์ ีม่คีวามยาวของสายโซค่ารบ์อนตา่งกนั ท ีต่ำแห นง่ท ี ่ 7 คอื 7 - ( 3 -carboxy propyl)- 1 , 3 -  
dimethybcanthine (ก .) และ 7-(4 -carboxybuty l)-1 ,3-d im ethy lxanth ine  (ข .) และอนพุนัธ ์ ท ีม่ คีวามยาวของ 
สายโซค่ารบ์อนตา่งกนั ท ีต่ำแหนง่ที ่ 8  ของแชนธนี คอื 8 -(3 -ca rb o x y p ro p y l)-1 ,3  dimethyixanthine (ค .) และ 
8 -(4 -carboxybuty l)-1 ,3-d im ethy lxanth ine  (ง .) คอมบเินชนัทัง้ 16 ลกัษณะ ระหวา่งชโิอ?!ลสนิตดิฉลาก 
เอน็ ไชม แ์ละอมิ ม โูน เจน ข องอ น พุ นั ธท์ ัง้ห ม ดน ืถ้ กูน ำม าใช ใ้น การว เิค ราะห ช์ โิอ?!ลส นิ โดยห ลกัการแยง่ท ีใ่น  
เอน็ไชมอีมมโน นอสเสย ์ โดยการสรา้ง logic plot ระหวา่งเปอรเ์ซน็ตก์ารจบั และความเขม้ขนัของธโีอพล็ลนใน 
เทอมของ log ของแตล่ะคอมบเินชนั พบวา่ความไวซองการวเิคราะหใ์นรปูของความชนัของเสนกราฟภายใต ้
ความสม้พนัธเ์ชงิเสน้ตรงเมือ่ใชบ้รดิจ ์ เฮเฑอโรโลกสัคอมบเินชนัระหวา่งสารตดิฉลากของอนพุนัธ ์ ง. กบัแอนตซิร็มั 
ของอนพุนัธค์. จะดกีวา่การใช ้ โฮโมโลกสัคอมบเินชนัจากอนพุนัธ ์ง. และไชท‘เฮเทอโรโลกสัคอมบเินชนัระหวา่ง
สารตดิฉลากเอน็ไซมขีองอนพุนัธ ์ ง. กบัแอนตซิร็มัของอนพุนัธ ์ ข. ซ ึง่มคีวามชนัเทา่กบั 3 4 .1 8 ,  3 0 .8 4  และ
2 0 .0 4  ตามลำดบั สว่นการใชบ้รดิจแ์ละไชหเ์ฮเฑอโรโลกสัคอมบเินชนัใหค้วามไวทีต่ํา่ทีส่ดุ ลำหรบัการเกดิปฎกริยิา 
ขา้มของคาเฟอนีตอ่ธโีอ?!ลลนีพบวา่ บรดิจ ์ เฮเทอโรโลกสัคอมปเินชนัมคีวามจำเพาะเจาะจงตอ่ ชโิอ?!ลสนิดทีีส่ดุ 
เม ือ่เปรยีบเฑยบกบัคอมบเิน'ชนัลกัษณะอีน่ด3้กลา่วชา้งดน้ ดง้นัน้คอมบเินชนัทีด่ที ีส่ดุในการวเิคราะหช์โิอ?!ลสินโดย 
วธิเีอน็ไชมอีม็มโูนแอสเสย คอื บรดิจ ์ เฮเทอโรโลกสัคอมบเินชนัทีใ่ชสัารตดิฉลากเปน็ 8 -(4 -c a rb o x y b u ty l) -1 ,3 -  
dimethylxanthine กบัแอนตซิร็มั เปน็  8-(3-carboxypropy l)-1 ,3 -d im ethy lxan th ine
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Four derivatives of theophylline w ere synthesized for labelling with peroxidase enzym e and 
preparing immunogens for theophylline. 7 -(3 -carboxypropy l)-1 ,3 -d im ethy lxan th ine  (A) and 7 - ( 4 ~  
carboxybutyl)-1,3-dim ethylxanthine (B ) contain different carbon chain a t the sam e N -7  position while 8 -  
(3-carboxypropyl)-1 ,3-d im ethylxanth ine (c) and 8 - ( 4 -  carboxybutyl)-1,3-dim ethylxanthine (D) contain 
different carbon chain at the N -8  positron of xanthine structure. Sixteen combinations of enzym e-labeled  
theophylline and  im m unogens of all derivatives w ere utilized in theophylline analysis via compettitive enzym e 
im m unoassay. It is dem onstrated that sensitivity and specificity of the analysis w ere dependent upon the 
combination studied. The logic plot betw een the percentage binding and log theophylline concentration of each  
combination w ere established to determ ine the sensitivity of the method in term of slope of the plot under 
regression analysis. The sensitivity of the  analysis from bridge heterologous combination of enzym e-labelled 
derivative D and antiserum from c  w as better than the homologous combination from D and the site 
heterologous combination of enzym e-labelled derivative D and antiserum from B in which the slopes of the 
plot w ere 3 4 .1 8 , 3 0 .8 4  and 2 0 .0 4 , respectively. The bridge and site heterolgous combinations w ere the 
worst combination studied. The cross reaction of theophylline with caffeine w as also com pared am ong these  
combinations. The sam e aforem entioned bridge heterologous combination w as the only one combination that 
specific only to theophylline. Thus the best combination for enzym e im m unoassay of theophylline would be  the 
bridge combination betw een 8 -(4 -carboxybu ty l)-1 ,3 -d im ethy lxan th ine  and antiserum from 8 - ( 3 -  
carboxypropyl)-1,3-dim ethylxanthine
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1 :1 0 0  สารละลายมาตรฐานธิโอหิ!ลลีน....................................................
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1 :5 0 0  สารละลายมาตรฐานธิโอหิ!ลลีน....................................................
ผลของปฏิกิริยาแย่งที่ระหว่างสารติดฉลาก ง. อัตราส่วนความเจือจาง
1 :1 ,0 0 0  สารละลายมาตรฐานธิโอหิ!ลลีน................................................
ผลของปฏิกิริยาแย่งที่ระหว่างสารติดฉลาก ง. อัตราส่วนความเจือจาง
1 :4 ,0 0 0  สารละลายมาตรฐานธโอหิ!ลสีน............................................... .
กราฟมาตรฐานของการวิเคราะห์ธิโอหิ!ลลีนโดยใช้
โฮโมโลกัส คอมบ ิเนช ัน ...............................................................................
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ร ูป ท ี่ ห น ้า



คำอธ ิบายส ัญ ญ ลักษณ ์และคำย ่อ

° ช องศาเซล เซ ียส

% เป อร ์เชน ต ์

A abso rb an ce

a a b so rp tiv ity

B S A bo v in e  se rum  a lb um in

cm cen tim e te r

E L IS A E nzym e  L in ked  Im m uno so rb e n t A ssa y

HC l h yd ro ch lo r ic  a c id

Hz he rtz

H 2๐ 2 hyd rogen  p e ro x id e

H R P ho rse ra d ish  pe ro x id a se

IR in fra red

J co u p lin g  co s ta n t

1 litre

M m o la r

m g m illig ram

M W m o le cu la r w e ig h t

N no rm a lity

nm nanom e te r

N M R nu c le a r m agn e tic  re sonance

N S S no rm a l sa lin e  so lu tio n

O P D O -p h e n y le n e d ia m in e

PBS pho sp h a te  bu ffe r sa line

P B S -T p h o spha te  bu ffe r sa lin e  w ith  tw een  2 0

ppm p a rt pe r m illio n

r co rre la tio n  co e ff ic ie n t

S C s u b c u t a n e o u s



u v u ltra v io le t

X w a ve le n g th

v / v vo lu m e  by vo lu m e

w /v w e ig h t by vo lum e

8 m o la r a b so rp tiv ity
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