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บทที่ 2

วัสดุ อ ุปกรณ ์ และวิธ ีการ

วัสดุอุปกรณ์และสารเคมี

1. สารเคมี

Theophylline และ 2 ,2-oxyb is (ethylamine) จาก Aldrich Chemical Co. 
(Milwaukee, Wl, USA). Ethyl-4-bromobutyrate, Ethyl-5-bromovalerate, N -

hydroxysuccinimide, Sodium borohydride, 1 -Ethyl-3-(3-dim ethylam inopropyl) 
carbodiimide hydrochloride, Horseradish peroxidase, Sodium metaperiodate, 
Trinitrobenzene sulfonic acid, Bovine Serum Albumin, 4 ,5 -D ia m in o -1 ,3 -  
dimethylpyrimidine-2,ธ - dione, Glutaric anhydride, N,N-dimethylaniline, Adipic acid 
monoethyl ester จาก Sigma Chemical Company (Montana, USA) O-phenylenediamine 
จาก Zymed Laboratories, INC (SF, USA). Complete Freund’s adjuvant และ 
Incomplete Freund’s adjuvant จาก Ditco (Detroit, Mich., USA.) Sodium acetate, 
Sodium bicarbonate, Sodium chloride, Sodium dihydrogenphosphate, Disodium 
hydrogen phosphate, Tween 2 0 , Dimethylformamide, Ethanol, Ethyl acetate, 
Chloroform, Methanol, Hydrochloric acid, Sulfuric acid, Glacial acetic acid, Hydrogen 
peroxide, Tributylamine, Isobutyl chloroformate จาก E. Merck Damstadt, Germany. 
Thimerosal จาก Keck’s (San Fransico, USA.)

2. ส้ตวัทดลอง

กระต่ายพันธุ Newzealand white rabbit เพศเมีย นํ้าหนัก 2 .0  -  3 .0  กิโลกรัม 
8 ตัว จากภาควิชาสัตวบาล คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย

3 . เคร ื่องม ีอและอ ุปกรณ ์

Ultraviolet Spectrophotometer (Spectronic’3 0 0 0  Array, Milton Roy Co.) 
USA; Infrared Spectrophotometer, (Perkin-Elmer model FT-IR) CT, USA.; Nuclear
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Magnetic Resonance Spectrophotometer (Model JN M -500, Jueol limited) Japan; Buchi 
Capillary Melting point apparatus (Nach Dr. Tottoli, Buchi) Switzerland; Analytical 
Balance (Satorious type, WRC 6 0 0 1 , Satorious-Werke GMBH) Germany; pH-meter 
(Consort pH meter electrochemical multimeter) Germany; Vortex mixer (Vortex Genei, 
Scientific Industries Inc.) New York, USA.; Centrifuge (Hetlich zentrifugen, EBA12) 
Germany; Micropipet (Socorex) USA; Microplate reader (ELISA plate reader, Bio-Rad  
Model 3 5 5 0 , Bio-Rad Laboratories) USA.; Freezed dryer (Dura-Dry) New York, USA.

วิธ ีการทดลอง

1. การลังเคราะห์อนุพันธ์ของธิโอหิเลสิน
2. การเตรียมอ็มมูโนเจน'ของอนุพันธ์ธิโอหิเลลน
3. การกระตุ้นการสร้างแอนติบอดี
4. การเตรียมธิโอหิเลสินติดฉลากเอ็นไชม์เปอร์ออกซิเดส
5. การติดฉลากธิโอหิเลสินด้วยเอ็นไซม์
6. การหาสภาวะที่เหมาะสมในการเกดการแย่ง,ท่ี (competition) ระหว่างธํโอหิเลลน 

ติดฉลาก และสารละลายมาตรฐานธํโอฟิลสีน
7. การศึกษาผลของ เฮเฑอโรโลกัส คอมบเนชัน ระหว่างสารติดฉลากธโอหิเลลนกับ 

อ็มมูโนเจน

1. การชังเคราะห์อนุพันธ์ของธิโอหิเลลีน

การสร ้างอมม ูโน เจน ห ร ือต ัวต ิดฉลากเอ ็น ไชม ์จากธ ิโอห ิเลส ิน ต ้องม ีการเตร ียม  
ธิโอหิเลสินให้สามารถจับกับหมู่อะมีโน (amino group) ของเอ็นไชม์หรือของโปรตีนในขั้นตอน 
เตรียมตัวติดฉลากหรืออิมมูโนเจนได้

การศึกษานี๋ได้เตรียมอนุพันธ์ธิโอหิ!ลสีน 4 ตัว ซึ่งต่างกันที่ตำแหน่งสายโซ่ (site 
chain) หรือความยาวของสายโซ่ (bridge chain ) เพื่อเปรียบเทียบความสามารถของแอนติบอดี 
ที่เกิดจากอนุพันธ์แต่ละตัว ตามหลักการของไชท์ เฮเทอโรโลกัส และ บริดจ์ เฮเทอโรโลกัส  
คอมบิเนชัน โดยสูตรโครงสร้างของอนุพันธ์ของธิโอหิเลสินจะได้แสดงต่อไปนี้
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สูตรโครงสร้างของอนุพันธ์ของธิโอฟิลลีน(ไ, 3 -dimethylxanthine)

อนุพันธ์ธ์โอฟิลลนที่ต้องการสังเคราะห์

อนุพันธ์ ก. 7-(3-carboxypropyl)-1,3-dim ethylxanthine

อนุพันธ์ ข. 7-(4-carboxybutyl)~ ไ ,3-dimethylxanthine
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อนุพันธ์ ค. 8-(3-carboxypropyl)-1,3-dim ethylxanthine

อนุพันธ์ ง. 8-(4-carboxybutyl)-1,3-dim ethylxanthine

1 .1  ก า ร ส ้ง เค ร า ะ ห ์ 7-(3-carboxypropyl)-1,3-dlm ethylxanthlne  
(อน ุพ ัน ธ ์ ก.) (Hu and Singh, 1 9 8 0 )

ผสม Theophylline 1 8 .0  กรัม ( 0 .1โมล) , sodium carbonate
2 1 .5  กรัม (0 .2  โมล) และ ethyl-  4 -bromobutyrate 3 9 .0  กรัม (0 .2  โมล) ใน
dimethylformamide (DMF) 2 0  มิลลลตร แล้ว กวนที่อุณหภูมํห้องนาน 18 ชั่วโมง จากนั้น 
เติมนั้าและสกัดด้วยคลอโรฟอร์ม ห้าชั้นคลอโรฟอร์มมาล้างด้วยนํ้า ระเหยคลอโรฟอร์มด้วย 
เครื่องกลั่นระเหยรวดเร็วภายใต้ความกดด้นตํ่าชนํดหมุนได้ (rotary evaporator) ได้ของเหลว 
คล้ายนั้ามันสืเหลือง เติม 10% HCI แล้วอุ่นให้ร้อนที่ 8 0 -9 0 ° ช  นาน 4 5  นาที ล้างด้วย 
คลอโรฟอร์ม 2 ครั้ง จะได้อนุพันธ์ ก. ใน'ช้ัน'ห้า ห ้ามาทำการตกผลึกชั้าในนั้าได ้ผลึกรูปเข็ม  

”‘ขาวของ 7-(3-carboxypropyl)-1,3-dim ethylxanthine (อนุพันธ์ ก .) หนัก 1 5 .2  กรัม คิด 
เป็น 57% เป็น โดยมืจุดหลอมเหลว ท่ี 1 7 6 -1  77°ซ สารที่ได้นั้จะต้องห้าไปพิสูจน์สูตรโครง 
สร้างของอนุพันธ์ ก. โดยวิธ ีการทาง IR และ NMR ต่อไป



า .2 การสังเคราะห์ 7-(4-carboxybutyl)-1,3-dlmethylxanthlne
(อน ุพ ัน ธ ์ ข.) (Hu and Singh, 1 9 8 0 )

ผสม Theophylline 18 .0  กรัม (1 .0  โมล), sodium carbonate
2 1 .5  กรัม (0 .2  โมล) และ Ethyl-5-brom ovalerate 4 1 .8  กรัม (0 .2  โมล) ใน DMF
2 0 .0  มิลลิลิตร แล้วกวนที่อุณหภูมิห้องนาน 18 ชั่วโมง จากนั้นเติมนํ้าและสกัดด้วย
คลอโรฟอร์ม ฟ้าชั้นคลอโรฟอร์มมาล้างด้วยนั้า ระเหยคลอโรฟอร์มด้วยเครื่องกลั่นระเหยรวด 
เร็วภายใต้ความกดด้นตํ่าซนิดหมุนได้ ได้ของเหลวคล้ายนั้ามันสีเหลือง เต ิม 10%  HCI อุ่นให้ 
ร้อนที่ 8 0 -9 0 ° ช  นาน 4 5  นาที ล้างด้วยคลอโรฟอร์ม 2 ครั้ง สารที่ด้องการจะอยู่ในชั้น 
นั้า ฟ ้ามาทำการตกผลึกซํ้าในนั้าได้ผล ึกรูปเข ็มสีขาวของ 7 -  ( 4 -carboxybuty I ) - 1 ,3  -
dimethylxanthine (อนุพันธ์ข.)หนัก 4 .5  กรัม คดเป ็น16% โดยมิจุดหลอมเหลว ที่ 1 0 8 -
1 10°ช พิสูจน์สูตรโครงสร้างโดยวิธีการทาง IR และ NMR ต่อไป

1 .3  การส ังเคราะห ์ 8-(3-carboxypropyl)-1,3-dlmethylxanthlne
(อน ุพ ัน ธ ์ ค.) (Cook et al-, 1 9 7 6 )

ร ็ฟล ้กช ์ (reflux) 4 ,5 -d ia m in o -1,3 -dimethylpyrimidine-2,6 -  
dione 3 .3  กรัม (0 .2  โม ล) และ glutaric anhydride 4 .5  กรัม (0 .4  โมล) เป็นเวลา 2 .5  
ชั่วโมง ใน N , N -dimethyl aniline 3 0  มิลลิลิตร ภายใต้ก๊าซไนโตรเจน โด ยใช ้ Dean-Stark 
trap ดักนั้า เติม /\/,A/-dimethyl aniline อีก 2 0  มิลลิลิตร ร็ฟล้กซ์ต่ออีกครึ่งชั่วโมง ปล่อยให ้ 
ของผสมเย็น ฟ้ามากรอง ล้างตะกอนด้วยเบนซน ทำการตกผลึกชั้าในนั้า ได้ของผงตะกอน 
สีเหลืองอ่อน หนักของ 8-(3-carb oxyp rop yl)-1 ,3 -dimethylxanthine (อนุพ ันธ์ ค .) 1 .78  
กรัม ติดเป็น 36.40%  คาดว่าเป็นโดยมิจุดหลอมเหลว ท่ี 2 3 2 -2 3 5 °  พิสูจน์สูตรโครงสร้าง 
โดยวิธ ีการทาง IR และ NMR ต่อไป

1 .4  การส ังเคราะห ์ 8-(4-fearboxybutyl)-1,3-dlmethylxanthlne
(อน ุพ ัน ธ ์ ง.) (Daly et al.,1985;Kim et al.; 1 9 9 4 )

ผสม 4,5-diam ino-1,3-dim ethylpyrim idine-2,6-dione 1 0 .5  
กรัม (0 .0 6  โมล), 1 -eth yl-3-(3-d im eth yl aminopropyl) carbodiimide hydrochloride
1 1 .5  กรัม (0 .0 6  โมล) และ Adipic acid monoethyl ester 10 .5  กรัม (0 .0 6  โมล) ใน
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DMF 2 0  มิลสิสิตร กวนของผสมที่อ ุณหภูมิห้องนาน 3 ชั่วโมง ได้สารละลายใสสีเหลือง นำ 
มาแยกด้วยคอลัมน์โครมาโตกราพิ โดยใช้สารละลายผสมระหว่างคลอโรฟอร์มกับเมทธานอล
ในอัตราส่วน 9:1 เป็นตัวชะ (eluent) หลังจากระเหยตัวทำละลายด้วยเครื่องกลั่นระเหยรวดเร็ว 
ภายใต้ความกดตันต่าชนัดหมุนได้จะได้ผงตะกอนสีขาว นำตะกอนที่ได้มาร็ฟลักชใน 2N NaOH 
1 ชั่วโมง ปรับ pH สารละลายที่ไดให้เป็นกลางด้วย 10% HCI ตั้งไว้ให้ตกผลึกที่อุณหภูมิห้อง 
ได้ผงตะกอนสีขาว 8 -(4 -carboxybu ty l)-1 ,3 -d im ethy lxan th ine(อนุพันธ์ ง .) หนัก0 .6 3  กรัม 
คํดเป็น 4%โดยมิจุดหลอมเหลว ท่ี 2 3 8 -2 4 0 ° ซ  พิสูจน์สูตรโครงสร้างโดยวํธีการทาง IR และ 
NMR ต่อไป

2. การเตรียมอิมมูโนเจนของอนุพ ้นธ์ธ ิโอฟลลีน

2.1 การเตรียมอิมมูโนเจนของ 7-{3-carboxypropyl)-1,3-dlmethylxanthlne 
(อ ิมมูโนเจน ก.)

การเตร ียม  tv-hydroxysucclnlmlde เอสเฑ อร ์ของ?-(3 -carboxypropyl)-
1 ,3-dlmethylxarrthlne

เติม 1 -ethyl-3-(3-dim ethylam inopropyl)carbodiim ide hydrochloride
4 .ธ กรัม (0 .0 2  โมล) และ N-hydroxysuccinimide 2 .8  กรัม ( 0 .0 2  โมล) ลงในสารละลาย 
ของ 7-(3-carboxypropy l)-1 ,3 -d im ethy lxan th ine 4 .2  กรัม (0 .0 2  โมล) ใน DMF 15 
มิลสิลิตร ผสมท่ี 0°ช จนได้สารละลายใส แล้วนำมากวนที่ 4°ซ นาน 4 0  ชั่วโมง ได้ตะกอน 
ขาวเกดขึ้น กรอง ล้างด้วยเมทธานอล ทำตะกอนให้แห้งในสูญญากาศ ได้ผงตะกอนสีขาว
3 .6  กรัม คิดเป็น 62.15% ช ึ่ง เป ็น  NHS เอสเทอร์ ของ 7 - ( 3 -carboxypropyl- 1 ,3 -  
dimethylxanthine โดยมิจุดหลอมเหลวที่ 21 5 - 2 1 6°ซ พิสูจน์สูตรโครงสร้างด้วย IR และ 
NMR ต่อไป



สูตรโครงสร้างของ NHS เอสเฑอร์ ของ 7 - (3 -c a rb o x y p ro p y l) -1 ,3 -  
dimethylxanthine

O

ค่อยๆ เติมสารละลายของ NHS เอสเทอร์ของ7 -(3 -c a rb o x y p ro p y l)-1 ,3 -  
dimethylxanthine 1.7 กรัม ( a .o  X ๆ๐ 3โมล ) ละลายใน DMF 1 5 .0  มีลลิลิตร ลงในสาร 
ละลายของ BSA 7 .0  กรัม ( 1.0  X 10~4โมล ) ใน 0.1 M โซเด ียมคาร์บอเนตบัฟเฟอร์ (pH
9 .5 )  4 0 .0  มลสิลิตร กวนเบา  ๆ ท่ี 4°ซ นาน 16 ชั่วโมง จากนั้นนำของผสมมาทำไดอะไลซ์ 
(dialyse) ใน PBS pH 7 .0  ท่ี 4°ซ จน NHS เอสเฑอร์ของ 7 -(3 -c a rb o x y p ro p y l)-1 ,3 -  
dimethylxanthine ที่ไม่ได้จับกับBSA หมดไป นำของเหลวนั้นมาทำให้แห้งแบบเยือกแข็ง 
(freeze dry)ได้อ๊มมูโนเจน ก. หนัก 1 5 .2  กรัม

จากอิมมูโนเจน ก.ที่ได้นำไปหาจำนวนอนุพันธ์ ก.ที่ด ีดกับ BSAโดยหลักการ 
ทางสเปคโฑรสโคปี

2 .2  ก าร เต ร ีย ม อ ิม ม ูโน เจ น ข อ ง  7-{4-carboxybutyl)-1,3 - dlmethylxanthlne 
(อ ิมม ูโน เจน  ข.)

ก ารเต ร ีย ม  /v-hydroxysucclnlmlde เอสเฑ อร ์ของ?-(4-carboxybutyl)- 
1 ,3-dlmethylxanthlne

เติม 1 -ethyl-3-(3-dim ethylam inopropyl)carbodiim ide hydrochloride
7 .3  กรัม (3 .8 2  มีลลิโมล) และ N-hydroxysuccinimide 0 .4 3  กรัม (3 .7 5  มิลสิโมล) ลงใน 
7-(4 -carboxybu ty l)-1 ,3 -d im ethy lxan th ine 7.1 กรัม (0 .0 2 5  โมล) ใน DMF 2 5 .0  
มิลสิลิตร ผสมกัน 0°ซ จนได้สารละลายใสแล้วนำมากวนที่ 4°ซ นาน 4 0  ชั่วโมงได้ตะกอนขาว 
เกดขึ้นทำการกรองล้างด้วยเมทธานอลทำตะกอนให้แห้งในสูญญากาศได้ผงตะกอนสีขาว 3 .2
กรัมดีดเป็น 3 4 .5 6 %  ซึ่งเป็น NHSIอสเฑอร์ของ7 - ( 4 -carboxybutyl)- 1 ,3 -dimethylxanthine 
โดยมีจุดหลอมเหลว ท่ี 1 6 4 -1  65°ซ พิสูจน์สูตรโครงสร้างโดย IR และ NMR
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สูตรโครงสร้างของ NHS เอสเฑอร์ ของ 7-(4-carboxypropyl)-1,3- 
dimethylxanthine

O

CH3

ค ่อยๆ เต๊ม N H S  เอสเฑอร ์ ของ 7  -  (  4  -c a rb o x y p ro p y  I)  — 1 , 3 —

d im e thy lxan th ine  0 .2 3  กร ัม ( 0 . 6  ม ํลล โมล ) ละลายใน DMF 1 5 .0  ม ิลล ิล ิตร สารล ะล ายท ี่ได ้ 
ลงในสารละลายของ B S A  0 .7 0  กร ัม (0 .0 1  ม ิลล ิโมล ) ใน  0 .1  M โซ เด ียม คาร ์บ อ เน ต  
บ ัฟ เพ ่อ ร ์( pH  9 .5 )  4 0 .0  ม ิลล ิล ิตร กวน เบา  ๆ ท ี่ 4 °ช  นาน  1 6  ช ั่ว โม ง  จากน ั้นนำของ  
ผสมมา 'ค ่าไดอะไลชใน  P B S  pH  7 .0  ที่ 4 °ช  จน N H S  เอสเทอร ์ ของ 7 - ( 4 - c a r b o x y p r o p y l)  
- 1 ,3 -d im e th y lx a n th in e  ท ี่ไม ่ได ้จ ับ ก ับ B S A หมดไป  น ำของเหลวน ั้น มาทำให ้แห ้งแบ บ เย ือกแข ็ง  
ได ้อ ๊ม ม ูโน เจน  ข. หน ัก  1 .6 4  กรัม

จ าก อ ิม ม ูโน เจ น ข .ท ีได ้น ำไป ห าจ ำน วน อ น ุพ ัน ธ ์ ข .ท ี่ด ีดก ับ  B S A  โด ย ห ล ัก ก าร ' 
ทางส เป คโฑ รสโคป ี

2 .3  การเตรียมอิมมูโนเจนของ 8 -(3-carboxypropyl)-1,3-dlmethylxanthlne
(อิมมูโนเจน ค.)

เด ีม T r i-n - b u ty la m in e  1 .5  ม ิลล ิล ิตร ( 6 . 0  X 1 0  ไ ม ล )  ลงในสารละลาย 8 -  

( 3 -c a rb o x y p ro p y l) - 1 ,3 - d im e th y lx a n th in e  1 .6  กร ัม ( 6 . 0  X 1 0  ^ ม ล )  ใน  DMF 6 0 .0  
ม ิลล ิล ิตร กวนจน เป ็นสารละลายส ีเหล ือ งใสแล ้วทำให ้เย ็นท ี่ 4 °ซ  จากน ั้น เต ิม  Isobu ty l

c h lo ro fo rm a te  1 .0  ม ิลล ิล ิตร ( 7 . 6  X 10  3โม ล ) และกวนให ้เข ้าก ันท ี่ 4 °ซ  นาน  5 0  นาท ี ค ่อย  ๆ
เต ิมของผสมท ี่ได ้ล งในสารละลายของ B S A  7 .0  กรัม ( 1 . 0  X 1 0  4โม ล ) ใน  0 .1  M โซ เด ียม  
คาร ์บอเนต บ ัฟ เฟ อร ์(  pH  9 .5  )  3 0 .0  ม ิลล ิล ิตร และกวนของผสมน าน  4  ช ั่ว โม ง ณ  4 °ซ  
น ำขอ งผ สม ท ี่ได ้ม าได อะไลซใน น ั้าจน  ร - ( 3 -c a rb o x y p ro p y l) - 1 13 -d im e th y lx a n th in e  ท ี่ไม ่ได  ้
จ ับก ับ  B S A  ห มดไป  จากน ั้น น ำมาทำแห ้งแบ บ เย ือกแข ็ง  ได ้อม ม ูโน เจน  ค. หน ัก  5 .5  กร ัม

จากอ ิมม ูโน เจน  ค .ท ี่ได ้น ำไป ห าจำน วน อ น ุพ ัน ธ ์ ค .ท ี่ต ิดก ับ  B S A โดยหล ักการ  
ท างส เป ค โท รส โค ป ี
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2 .4  การเตรียมอิมมูโนเจนของ 8-(4-carboxybutyl)-1,3-dlmethylxanthlne 
(อิมมูโนเจน ง.)

เติม T r i- n - b u ty la m in e  1 .5  ม ิลล ิล ิตร ( 6 .0  X 1 0  ไ ม ล )  ลงในสารละลายของ

8 - ( 4 - c a rb o x y b u ty l) - 1 ,3 - d im e th y lx a n th in e  1 .7  กร ัม ( 6 .0  X 1 0  3\ ม ล ) ใน  DMF 6 0 .0  
ม ิลล ิล ิตรกวนจนเป ็นสารละลายใส แล ้วทำให ้เย ็นท ี่ 4 °ช  จากน ั้น เต ิม  Isobu ty l c h lo ro fo rm a te

1 .0  ม ีลล ิล ิตร ( 7 . 6  x 1 0 ’ ^ ม ล ) ก วน ให ้เข ้าก ัน ท ี่ 4 °ช  นาน  5 0  นาท ี ค ่อย  ๆ เต ิม ข อ งผ ส ม ท ี่ได  ้
ลงในสารละลายของ BSA 7 .0  กร ัม ( 1 . 0  x 1 0  4 โม ล ) ใน  0 .1  M โซ เด ียม คาร ์บ อ เน ต  

บ ัฟ เฟ อร ์ (pH 9 .5 )  3 0 .0  ม ิลล ิล ิตร กวน ของผสม น าน  1 6  ช ั่ว โม ง ณ  4  ๐ช  น ำของผสม ท ีไ่ด้ 
มาไดอะไลซ ็ใน น ั้าจน  8 - (4 - c a rb o x y b u ty l ) - 1 ,3 - d im e th y lx a n th in e  ท ี่ไม ่ได ้จ ับ ก ับ  BSA หมด  
ไป  ห ล ังจากน ั้น น ำมาท ำให ้แห ้งแบ บ เย ือกแข ็ง  ได ้อ ิม ม ูโน เจน  ง. หน ัก  6 .8  กร ัม

จากอิมมูโนเจน ง.ท่ีได้นำไปหาจำนวนอนุพันธ์ ง.ท่ีติดกับ BSA โดยหลักการ 
ทางสเปคโทรสโคปี

3. การกระตุ้นการสร้างแอนติบอดีสำหรับธิโอฟิลลีน

การกระต ุ้น การสร ้างแอน ต ิบ อด ีใช ้ก ระต ่ายพ ัน ธ ์ Newzealand White Rabbit 
เพ ศเม ีย  น ำหน ัก  2 . 0 - 3 . 0  ก ิโลกร ัม  โดยใช ้ก ระต ่าย  2  ต ัว ส ำหร ับ อน ุพ ัน ธ ์ 1 ต ัว ท ำการ  
ฉ ีด อ ม ม ูโน เจน ใน ร ูป อ ีม ัล ช ัน (โด ย ใช ้ ฟ รอ ยด ์ แ อ ด จ ูแ วน ท ์)1 ม ีลล ิล ิตร เช ้าใต ้ผ ิวหน ังของกระต ่าย  
ใน ช ่วง เวลาต ่าง   ๆ ต ังแสดงใน ตารางท ี่ 1 และตรวจหาการเก ิดแอนต ิบอด ีในช ัร ัม  ภายในระยะ  
เวลา 4 0 - 6 0  ว ัน  แล ้วแต ่ชน ิดของอมม ูโน เจน
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ตารางที่ 1 ตารางการกระตุ้นการสร้างแอนติบอดีในกระต่าย

อิมมูโนเจน ก. อิมมูโนเจน ข. อิมมูโนเจน ค. อ็มมูโนเจน ง.
น̂ น-' น/ น' น-' %/ น'' วัน น' น/วัน ความเช้มขน 

(มก./มล.) ใน 
ฟรอยด์แอดจู 

แวนท์

วัน ความเช้มขน 
(มก./มล.) ใน 
ฟรอยด์แอดจู 

แวนท์

วัน ความเช้ม'ขน 
(มก./มล.) ใน 
ฟรอยด์แอดจู 

แวนฑ์

ความเข้มขน 
(มก./มล.) ใน 
ฟรอยด์แอดจู 

แวนท์
0* 1.0 0* 1.0 0* 2.0 0* 2.0
14 1.0 14 1.5 12 2.0 14 2.0
29 1.5 28 1.5 34 3.0 28 3.0
43 2.0 46 2.0 47 3.0 42 3.0
57 2.0 61 2.0 - - - -

* : ในวันท่ี 0 จะใช้ Complete Freund’s Adjuvant ส่วนวันอ่ืน  ๆ ใช้ Incomplete Freund’s 
Adjuvant

Complete Freund’s Adjuvant (mineral oil + M. bu tyricum )
Incomplete Freund’s Adjuvant (mineral oil)

อิมมูโนเจน ก. = อิมมูโนเจนของ 7-(3-carboxypropyl)-1,3-dimethylxanthine 
อิมมูโนเจน ข. = อิมมูโนเจนของ 7-(4-carboxybutyl)-1,3-dimethylxanthine 
อิมมูโนเจน ค. = อิมมูโนเจนของ 8-(3-carboxypropyl)-1,3-dimethylxanthine 
อิมมูโนเจน ง. = อิมมูโนเจนของ 8-(4-carboxybutyl)-1,3-dimethylxanthine

จาก แอ น ต ิช ีร ้ม ท ี่ได ้น ำไป ห าไต เต อ ร ์(T ite r )  โด ย ว ิธ ี d ire c t E L IS A  ใน  1 หล ุมของ  
ไม โค รเพ ล ท  เคล ือบด ้วยแอนต ิซ ีร ้มท ี่เจ ือจางด ้วย  P B S -T  pH  7 .4  (ซ ึ่ง ม ี tw een  2 0  0 .0 5 % )  
ให ้อย ู่ระห ว ่าง  1 :1 0  -  1 : 1 0 0 , 0 0 0  โด ย เก ็บ ไว ้ท ี่ 4 °ช  ท ิ้งด ้า งค ืน  ล ้างแอนต ิช ีร ัมท ี่เหล ือออก  
ด ้วย P B S -T  เติม B S A  3 %  W/V ใน  P B S -T  pH  7 .4  1 0 0  ไม โค รล ิต ร  บ ่มท ี่ 3 7 °ช  น าน  1

ช ั่ว โม ง  ล ้างออกด ้วย  P B S -T  เต ิมธ ิโอ ฟ ิล ล ีน ต ิด ฉ ลาก เอ ็น ไซม ์ 1 0 0  ไม โครล ิต ร  น ำไป บ ่ม ท ี ่
3 7  °ช  2  ช ั่ว โม ง ล ้างสารต ิดฉลากท ี่ไม ่ได ้จ ับ ก ับ แอน ต ิบ อด ี ด ้วย P B S -T  เต ิม O P D

(O -P h e n y le n e d ia m in e -H y d ro g e n  p e ro x id e ) ใน ซ ิเต รท /ฟ อ ส เฟ ต บ ัฟ เฟ อ ร ์ pH  5 .0  1 0 0  
ไม โค รล ิต ร  บ ่ม ใน ท ี่ม ืดท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิห ้อ ง 1 5 นาท ี เติม สารละลาย 4  N H 2S 0 4 5 0  ไม โค รล ิต ร  
เพ ื่อหย ุดปฏ ิก ิร ิย า
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ว ัด ก า ร ด ูด ก ล ืน แ ส ง  ( A b s o r b a n c e )  ท ี่ค ว า ม ย า ว ค ล ื่น  4 9 2  น า โ น เม ต ร  ค ำ น ว ณ

ฟ อ ร ์เช น ต ์ก า ร จ ับ (%  B in d in g )  ข อ ง ส า ร ต ิด ฉ ล า ก ก ับ แ อ น ต ิช ีร ัม ด ัง ส ม ก า ร

% การจับ = ค่าการดูดกลืนแสงของแต่ละสารละลายเจือจาง X 100
ค่าการดูดกลืนแสงสูงสุด

สร้างเส้นกราฟที่อัตราส่วนความเจือจางต่างๆ ของแอนติซีรัมกับ %การจับที่ค่า 
อัตราส่วนความเจือจางที่,ค่าให ม้ีการจับของสารติดฉลากกับแอนติชีร้ม 50% คือค่าไตเตอร์
(titer)^J องแอนติ'ชีร้ม

การหาไตเตอร์ของแอนติช ีร ้มจะใช้สารติดฉลากที่มาจากอน ุพ ันธ์เด ียวกันกับ
อิมมูโนเจน

4. การเตรียมเอ็นไซมโปอร์ออกซิเดสเพื่อการติดฉลาก

เต ิมสารละลาย 5 0 .0  ม ีลส ิล ิตร ของ 0 .1  แ โช เด ียม เม ต ะเป อร ์ร ิโอ เด ต  (sodium
metaperiodate) ลงในสารละลายของ HRP 5 .0  กรัม (1.2 x1 o ’ 4 โม ล ) ใน  5 0 .0  ม ิลล ิล ิตร  
ของ 0 .0 1  M โซ เด ียม อ ะช ิเต ต บ ัฟ เฟ อ ร ์ pH 4 .5  ท ำป ฏ ิก ิร ิย าท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิห ้อ งใน ท ี่ม ีด เป ็น เวลา  
3 0  นาท ี เต ิม 4 0 .0  ม ิลล ิล ิตร ของ 0 .1  M ของไกลเชอรอล (glycerol) ท ิ้ง ไว ้ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิห ้อ ง  
3 0  นาท ี น ำของผสมท ี่ได ้ม าท ำไดอะไลซใน  0 .1  M ของโซ เด ียม อะช ีเต ต บ ัฟ เฟ อ ร ์ pH 4 .5  ท ี ่
4 °ช  เพ ื่อแยกส ่วน เก ินของร ิเอ เจนต ์ออกให ้หมด

เต ิม ของผสม ช ้างต้นใน  1 0 0 .0  ม ิลล ิล ิตรของสารละลาย 1 M ของ 2,2'-oxybis 
(ethylamine) ใน  0 .5  M โซ เด ียม คาร ์บ อ เน ตท ี่ป ร ับ  pH เป ็น  9 .5  ด ้วย 2 N NaOH กวนของ  
ผสมน ี้เป ็น เวลา 3  ช ั่ว โม ง ท ี่ 4 °ช  จากน ั้น เต ิมสารละลายท ี่เตร ียมใหม ่ของ 1 .0  M โซ เด ีย ม -  
บ อ โร ไฮ ได รด ์ (sodium borohydride) 5 0 .0  ม ิลล ิล ิตร ท ิ้ง ไ ว ้ 2 ช ั่ว โม ง ท ี่ 4 °ช  ได อ ะ ไล ซ  ์
ข อ งผ สม ท ี่ได ใน  0 .1  M โ  ซ เด ียม คาร ์บ อ เน ตบ ัฟ เฟ อร ์ pH 9 .5  ที่ 4 °ซ  เพ ื่อแแยกร ีเอ เจนต ์ท ี ่
เหล ือออกให ้หมด ของผสม ท ี่’ได ้'น ำมาทำแห ้งแบบเย ือกแข ็ง 'ไต ้ผ งส ืน ํ้าต าล  หน ัก  9 .1  กร ัม หา  
จำน วน ห ม ู่อ ะม ิโน ท ี่จ ับ ก ับ  HRP โด ยท ำป ฏ ิก ิร ิย าก ับ  Trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS) 
แล ้วว ัด โด ย ใช ้ u v  spectroscopy ท ี่ค วามยาวคล ื่น  3 5 4  น าโน เม ต ร(Wilson and Nakane, 
1978)
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5. การติดฉลากธิโอหิเลสินด้วยเอ็นไซม์

5.1 การติดฉลากของ 7-(3-carboxypropyl)-1,3-dlmethylxanthlne ดวย 
เอ็นไซม์ (สารติดฉลาก ก.)

ค ่อยๆ เต ิม N H S  เอสเทอร ์ ของ 7  -  (  3  -c a rb o x y p ro p y l )  - 1 , 3  -

d im e th y lx a n th in e  (จากข ้อ  2 . 1 )  0 .6 4  กร ัม ( 1 .7  x i o " 3 โม ล ) ใน  D M F  2 0 .0  ม ิลส ิล ิตร ลง 
ในสารละลายของ H R P  (ท ี่เต ร ียม ได ้จ ากข ้อ  4 )  2 .5  กร ัม ใน  0 .1  M ขอ งโซ เด ียม คาร ์บ อ เน ต  
บ ัฟ เฟ อ ร ์ pH  9 .5  2 5 .0  ม ํลส ิล ิตร คนเบา  ๆ และกวนท ี่ 4 °ซ  นาน  1 6  ช ั่ว โม ง  จากน ั้น

ไ ด อ ะ ไล ช ์ใ น  P B S  pH  7 .0  เพ ี่อ แยกส ่วนท ี่ไม ได ้จ ับ ก ับ  H R P  ออกไป น ำขอ งเห ลวท ี่ได ้ม าป า  
แห ้งแบ บ เย ือกแข ็งได ้ผ งส ีน ั้าต าล เบ าห น ัก  7 .7  กรัม

น ำมาท ดสอบ ค ุณ สมบ ัต ิค วาม เป ็น เอ ็น ไซม ์และห าจำน วน โมลของธ ิโอห ิเลส ิน ท ี่ 
ต ิด ฉ ลากก ับ เอ็นไชม ์ด ้วยห ล ัก การท างส เป ค โท รส โค ป ี

5.2  การติดฉลากของ 7-(4-carboxybutyl)-1,3-dlmethylxanthlne ด้วย 
เอ็นไซม์ (สารติดฉลาก ข.)

N H S  เอสเทอร ์ของ 7 - ( 4 - c a r b o x y b u t y l ) - 1 , 3 -d im e th y lx a n th in e  (จ ากข ้อ

2 .2 ) 0 .7 6 กรัม (2 .0  X10 3 โม ล ) ใน  D M F  2 0 .0 ม ํลส ิล ิตร ค ่อย  ๆ เต ิมลงในสารละลายของ  
H R P  ท ี่เต ร ียม ได ้จากข ้อ  4  1 .6  กร ัม ใน  20.0  มลล ิล ิตร ของ 0.1 M ของโซ เด ียม คาร ์บ อ เน ต  
บ ัฟ เฟ อ ร ์ pH  9 .5  คนเบา  ๆ กวนท ี่ 4 °ซ  น าน  16 ช ั่ว โม ง ไ ด อ ะ ไล ช ์ใน  P B S  pH  7.0 เพ ี่อ 
แยก ส ่วน ท ี่ไม ่ได ้จ ับ ก ับ เอ ็น ไชม ์ออก ไป  น ำของเหลวท ี่ได ้ม าทำแห ้งแบ บ เย ือกแข ็ง  ได ้ผ งส ิน ำต าล  
เบา หน ัก  3.6 กรัม

น ำม าท ด ส อ บ ค ุณ ส ม บ ัต ิค วาม เป ็น เอ ็น ไซ ม์และห าจำน วน โมลของธ ํโอฟ ลส ิน ท ี ่

ต ิด ฉ ลากก ับ เอ ็น ไซม ์ด ้วยห ล ักการท างส เป ค โฑ รส โคป ี

5 .3  การติดฉลากของ 8-(3-carboxypropyl)-1,3-dlmethylxanthlne ด้วย 
เอ็นไซม์ (สารติดฉลาก ค.)

เติม T r i-n - b u ty la m in e  15.0 มํลลิลิตร (0 .0 6  X10 ^ มล) ลงใน 8 - ( 3 -  
c a r b o x y p ro p y l) - 1 ,3 -d im e th y lx a n th in e  16.0 กรัม (0 .0 6  x10 ^ มล) ใน D M S O  30.0  
มิลสิลตรกวนจนเป็นสารละลายแล้วทำให้เย็นที่ 4°ซ ค่อยๆ เติม Is o b u ty lc h ro ro fo rm a te  10.0
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ม ิลล ิล ิตร ( 0 . 0 7 6  โม ล ) กวนให ้เข ้าก ัน ท ี่ 4 °ซ  เป ็นเวลา 5 0  นาท ี แล้ว ค ่อย  ๆ เต ิม ข อ งผ ส ม ท ี่ได  ้
ลงใน สารละลายท ี่เย ็น ของเอ ็น ไซม ์ H R P  (ท ี่ได ้จ าก ข ้อ  4 )  2 1 .0  ก ร ัม ใน 0 .1  M  โซ เด ียม  
คาร ์บอเนต บ ัฟ เฟ อร ์ pH  9 .5  ป ร ิม าณ  1 5 .0  มลล ิล ิตร กวน 'ของผสมน ี้ท ี่ 4 °ช  เป ็น เวลา 4  
ช ั่ว โม ง  แล ้ว 'ใดอะไลช1น P B S  pH  7 .0  เพ ื่อ แยกส ่วนท ี่ไม ่จ ับ ก ับ  H R P  ออกไป แล ้วทำให ้แห ้ง  

แบบเย ือกแข ็ง 'ได ้ผงสน ั้าตาลเบา หน ัก  3 .8  กรัม

น ำส ารท ี่ได ้ม าท ด ส อ บ ค ุณ ส ม บ ัต ิค ว าม เป ็น เอ ็น ไซ ม ์แ ล ะห าจ ำน ว น โม ล ข อ ง  
ธ ิโอห ิเลล ีนท ี่ต ิดฉลากก ับ เอ ็น ไชม ์ด ้วยหล ักการทางส เป คโทรสโคป ี

5 .4  การติดฉลากของ 8-(4-carboxybutyl)-1,3-dlmethylxanthlne ด้วย 
เอ็นไซม์ (สารติดฉลาก ง.)

เต ิม T r i-n - b u ty la m in e  1 5 .0  ม ิล ล ิล ิต ร (0 .0 6 โม ล ) ลงในสารละลาย 8 - ( 4 -  
c a rb o x y b u ty l) - 1 ,3 -d im e th y lx a n th in e  1 7 .0  กร ัม ( 0 .0 ธ โ ม ล ) ใ น  D M S O  3 0 .0  ม ิลล ิล ิตรกวน  
จน เป ็น สารละลายแล ้วท ำให ้เย ็น ท ี่ 4 °ช  ค ่อยๆ เติม Is o b u ty lc h lo ro fo rm a te  1 0 .0  ม ํลล ิล ิตร  
( 0 .0 7 ธ โ ม ล )  กวน ให ้เข ้าก ัน ท ี่ 4 °ซ  เป ็น เวลา 5 0  นาท ี ค ่อย  ๆ เต ิมของผสมท ี่ได ้ล งใน สาร  
ละลายท ี่เย ็น ของเอ ็น ไชม ์ H R P  (ท ี่ได ้จ าก ข ้อ  4 )  2 0 .0  กร ัม ใน  0 .1  M โซ เด ียม คาร ์บ อ เน ต  
บ ัฟ เฟ อร ์ pH  9 .5  ป ร ิม าณ  1 5 .0  ม ํลล ิล ิตร กวน 'ของผสมน ี้ท ี่ 4 °ช  เป ็น เวลา 4  ช ั่ว โม ง  
แล ้วไดอะไลซใน  P B S  pH  7 .0  เพ ื่อ แยกส ่วนท ี่ไม ่จ ับ ก ับ  H R P  ออกไป ท ำให ้แห ้งแบบ เย ือกแข ็ง  
ได ้ผ งส ีน ํ้า ต าล เบ าห น ัก  3 1 . 0 กรัม

น ำส า รท ี่ได ้ม าท ด ส อ บ ค ุณ ส ม บ ัต ิค ว าม เป ็น เอ ็น ไช ม ์แ ล ะ ห าจ ำน ว น โม ล ข อ ง  
ธ ัโอห ิเลล ินท ี่ต ิดฉลากกับเอ ็น ไซม ด์้วยห ล ักการท างส เป ค โท รส โค ป ี

6 .การกำหนดสภาวะท ี่เหมาะสมในการเก ิดปฏ ิก ิร ิยาการแย ่งท ี่ระหว ่าง  
ธิโอหิเลลีนติดฉลากเอ็นไซม์ก ับสารละลายมาตรฐานธิโอหิเลลีนในการจับ  
กับแอนติบอดี

จากแอนต ิ'ช ีร ัมและสารต ิดฉลากของอน ุ’พ ันธ ์ของธ ิโอห ิเลล ินท ั้ง 4  ต ัว ได ้น ำห ล ักก ารท าง  
อ ิมม ูโนแอสเสย ์ม าใช ้ในการศ ึกษาการเก ิดปฏ ิก ิร ิย าการแย ่งท ี่'ระหว ่างธ ิโอห ิเลล ีนต ิดฉลาก เอ ็น 1ไซ ม  ์
ก ับธ ิโอห ิเลล ีน เพ ื่อจ ับก ับแอนต ิบอด ีน ั้น  สภ าวะท ี่เห มาะสมใน การเก ิดป ฏ ิก ิร ิย าอาจแตกต ่างก ัน ใน  
อ น ุพ ัน ธ ์แ ต ่ล ะ ต ัว ท ี่เต ร ิย ม ข ึ้น จ ึง ต ้อ ง ศ ึก ษ า เพ ื่อ ก ำ ห น ด ส ภ า ว ะ ท ี่ป ฏ ิก ิร ิย า ก า ร แ ย ่งท ี่เก ิด แ ล ะ  
ว ิเค ราะ ห ไ์ ด ้ ต ังน ี้
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เตรียมสารละลายของแอนติบอดีและธิโอหิ]ลลืนติดฉลากเอ็นไชมให้มีค่าความเข้มข้น 
ต่างกัน 4 -5  ค่า โดยใช้เทคนิคของ compettitive ELISA โดยใช้สารละลายมาตรฐานธิโอหิเลสีน 
ในความเข้มข้น 0 -4 0  มก.ต่อลิตร สภาวะที่เหมาะสมที่เกิดปฏิกิริยาการแย่งที่จะเป็นสภาวะที่ 
ผลการแย่งที่แปรตามค่าความเข้มข้นของธิโอหิ]ลลีนซึ่งประเมินจากการสร้าง logic plot ระหว่าง 
ค่าการจับของธิโอหิ]ลลินกับความเข้มข้นในเทอมของ log ความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงที่ให้ค่าของ 
ส้มประสทธ้ิสหสัมพันธ์ (r) มากที่สุด จะถูกเลือกเป็นสภาวะที่เหมาะสมที่สุด (standefer and 
Saunders, 1 978 )

7 . การส ืกษาผลของเฮเทอโรโลก ัสคอมบ ิเนซ ้นระหว ่างธ ิโอห ิเลล ีนต ิดฉลาก  
เอ็นไซม็กับอิมมูโนเจน

ธิโอหิ]ลลืนติดฉลากเอ็น1ใชม์ และแอนติบอดีจากอนุพันธ์ทั้ง 4 ตัว ที่มีความแตกต่างกัน 
ที่ตำแหน่งของสายโซ่หรือความยาวของสายโซ่น่ามาศึกษาถึงผลของเฮเทอโรโลกัสคอมบิเนชัน 
ระหว่างสารติดฉลากธิโอหิ]ลลืนและแอนติบอดีต่อความไวและความจำเพาะของการวิเคราะห์ 
โดยศึกษาตามลักษณะต่างๆของเฮเทอโรโลกัส คอมบิเนชัน 16 ลักษณะ ตังตารางต่อไปนี้

คอมบเนชัน สารติดฉลาก อิมมูโนเจน
โฮโมโลกัส ก. ก.

ข. ข.
ค. ค.
ง. ง.

บริดจ์ เฮเทอโรโลกัส ก. ข.
ข. ก.
ค. ง.
ง. ค.

ไชฑ์ เฮเฑอโรโลกัส ก. ค.
• ค. ก.

ข. ง.
ง. ข.

บริดจ์และไชห์ เฮเฑอโรโลกัส ก. ง.
ง. ก.
ข. ค.
ค. ข.
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เซ่น จากธิโอVเลสีนติดฉลากเอ็นไชม์ และแอนติบอดของอนุพันธ์ก., ข . ,  ค. และ ง. 
เมื่อจับคู่ระหว่าง อนุพันธ์ ก. กับ ข. หรืออนุพันธ์ ค. กับ ง. จะเป็น บรืดจ์เฮเทอโรโลกัสคอมบิเน 
ชัน เมื่อจับคู่ระหว่างอนุพันธ์ ก. กับ ค. หรืออนุพันธ์ ข. กับ ง. จะเป็นไชท์เฮเทอโรโลกัส 
คอมบเนชัน และเมื่อจับคู่ระหว่างอนุพันธ์ ก. กับ ง. หรืออนุพันธ์ ข. กับ ค. จะเป็นบริดจ์และ 
ไชฑ์เฮเทอโรโลกัสคอมปิเนชัน ดังตารางข้างต้น

การศึกษาผลของเฮเทอโรโลกัสคอมปิเนชันแบบต่างๆ ท้ัง 16 ลักษณะ จะใช้สภาวะที่ 
เหมาะสมในการเกดปฏิกิริยาแย่งที่ ระหว่างธ็โอหิ!ลลีนติดฉลากเอ็นไซม์กับสารละลายมาตรฐาน 
ธโอหิ!ลสินในการจับกับแอนติบอดีท่ีไต้จากข้อ ธ และใช้เทคนิค competitive ELISA ทำนอง 
เดียวกับข้อที่ ธ โดยใช้สารละลายมาตรฐานธโอหิ!ลสินในความเข้มข้น 0 -4 0  มก.ต่อลิตร

เฮเฑอโรโลกัสคอมบิเนชันที่เหมาะสมที่สุดจะให้ค่าส้มประลิทธสหสัมพันธ์( 0  ที่ไต้จาก 
ความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงของ logic plot ระหว่างค่าการจับของธิโอหิ!ลสินกับความเข้มข้นของ 
ธิโอหิ!ลสิน'ในเทอบของ log ท่ีสูงสุด โดยค่าความชัน (slope) ของเส้นกราฟจะบอกถึงความไว 
ของการวเคราะห์

ส่วนความว่าเพาะเจาะจงของการวเคราะห์ จะใช้คาเฟอีนเป็นสารตรวจความว่าเพาะ
เนื่องจากมีสูตรโครงสร้างเป็น xanthine เซ่นเดียวกับธิโอหิ!ลสีน แต่ต่างกันเพียงตำแหน่งที่ 7 
โดยคาเฟอ็น มีหมู่เมธิล ( - 0 แ 3)มาต่อ ดังแสดงในรูป

ธิโอหิ!ลสิน คาเฟอ็น

ความว่าเพาะเจาะจงของการวิเคราะห์ คำนวณไต้จากเปอร์เซ็นต์ของการเกิดปฏิกิริยา 
ข้าม (% cross reactivity) ของคาเฟอีนต่อแอนติบอดีของชิโอหิเลสิน ดังสมการ

% cross reactivity = มก.ของธิโอหิ!ลสิน/ลิตร ท่ี 50% การจับ X 100 
มก.ของคาเฟอีน/ลิตร ท่ี 50% การจับ

โดยเฮเทอโรโลกัสคอมบิเนชันที่'ให้'ค่า %cross reactivityçiาที่สฺดถึอว่ามีความจำเพาะ
2 1 Tเจาะจงสูงหริฮมากทสุด
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